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Introduction 


Protoplasmic streaming is an energy-consuming process similar to muscu- 
lar contraction, the movement of spermatozoa, etc. Allen and Price 
(1950) assumed that the source of energy for the protoplasmic flow in the 
plasmodium of a myxomycete (Physarum polycephalum) is the energy- 
rich phosphate bonds provided through the metabolic process. K a miy a, 
Nakajima, and Abe (1957) pointed out the possibility that the im- 
mediate source of energy for protoplasmic streaming in Physarum is 
supplied by adenosinetriphosphate (ATP) synthesized in the process of 
fermentation. So far, however, there has been no biochemical information 
as to the characteristics and the role of energy-rich phosphate compounds in 
the myxomycete plasmodia. 

The purpose of the present study is, in the first place, to identify energy- 
rich phosphate compounds extracted from plasmodia of Physarum poly- 
cephalum and to determine the amount of these compounds. Secondly, it 
is to observe how the ATP level changes under the influence of certain 
experimental conditions, considering these changes in relation to the motive 
force of protoplasmic streaming (Kamiya, Nakajima, and A be 1957). 


Materials 


Plasmodia of Physarum polycephalum were cultured on oatmeal in 
large glass dishes (30cm. in diameter, 5cm. in depth) covered by glass 
plates at 20°C. (Camp’s method 1936). In such cultures, the plasmodia 
move out over the surface of water one or two days after feeding was 
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stopped. The plasmodia creep up the inner surface of the wall of the 
culture dish until they spread out over the inner surface of the cover. 
Only such plasmodia, which are relatively free of bacteria and protozoa, 
were used for the following experiments. 


Methods 


1. Analysis of energy-rich phosphate compounds 


The methods applied by us consisted of three procedures, namely, ex- 
traction of acid-soluble phosphate compounds with trichloroacetic acid from 
the plasmodium, separation of this extract with barium salts into two 
fractions, “barium-soluble” and “barium-insoluble,” and further separation 
of ATP and adenosinediphosphate (ADP) in the “barium-insoluble” fraction 
by chromatographic technique using ion exchange resin. 

These procedures, which took two days to complete, were satisfactory for 
determining ATP in the plasmodium. The details of each procedure are 
as follows. 

Trichloroacetic acid extraction. About 1 gram of plas- 
modium was removed with a spatula, freed from adhering fluid with a piece 
of filter paper, and weighed. The weighed plasmodium was dropped 
directly into a homogenizer tube (Potter-Elvehjem type) which contained 
6 ml. of ice-cold 10% trichloroacetic acid, and homogenized a few minutes. 
The homogenate was kept in a cracked ice-box for 10 minutes and centri- 
fuged for 8 minutes. The residue was washed again with 4 ml. of ice-cold 
5% trichloroacetic acid. After 2 minutes’ chilling, the second extract was 
added to the original one. Further repetition of the procedure was found 
to be unnecessary for the extraction of acid-soluble phosphate compounds 
from the plasmodium, because the third extract contained no appreciable 
amount of phosphorus. The residue was dried at 110°C. for about 36 hours 
before its dry weight was measured. 

Fractionation of the trichloroacetic acid extract 
with Barium salts. The extract was fractionated using a slight 
modification of Le Page’s method (1951). 

Prior to the fractionation with barium salts, the extract was treated with 
an equal volume of ice-cold 95% ethanol, and chilled for 15 minutes, in 
order to remove polysaccharide materials (mostly glycogen), which prevent 
a clear separation of the compounds in question. After centrifugation, the 
supernatant was neutralized with KOH and then 0.5 ml. of 25% barium ace- 
tate solution was added to it. Using phenolphthalein as an indicator, the pH 
was then adjusted to 8.2 with KOH. The suspension was chilled for an hour 
and centrifuged for 5 minutes. The precipitate was dissolved in 2 ml. of 
ice-cold 0.1 N HCI, and a drop of 25% barium acetate solution was added 
to it; the pH was adjusted to 8.2 in the same way as mentioned above. The 
suspension was chilled for 15 minutes and centrifuged for 5 minutes. The 
supernatant was combined with the original one. After being neutralized 
to pH 7.0 with HCl, the combined supernatant was concentrated under 
reduced pressure at 35°C. and a slight excess of H2SO4 was added to it; 
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then the barium sulphate was removed by centrifugation. This supernatant 
contained the “barium-soluble” materials. Being neutralized with KOH 
and made to 10 ml. by addition of pure water, the “barium-soluble” fraction 
was kept for the determination of inorganic phosphorus, 10-minute acid- 
hydrolyzable phosphorus, and total phosphorus. On the other hand, the 
“barium-insoluble” precipitate was washed with 4 ml. of ice-cold absolute 
ethanol to completely remove phenolphthalein and trichloroacetic acid 
which have a marked influence on the measurement of ultraviolet ab- 
sorption. The washing was added to the “barium-soluble” fraction. After 
the washing, the precipitate was dissolved with 2ml. of ice-cold 
0.05 N H2SOa, and centrifuged for 5 minutes to remove barium sulphate. 
The barium sulphate was washed with 3 ml. of pure water and the washing 
was combined with the original supernatant. The supernatant contained 
the “barium-insoluble” materials. This was made to 6 ml. by addition of 
pure water and retained for the determination of inorganic phosphorus, 
10-minute acid-hydrolyzable phosphorus, total phosphorus and for the 
chromatographic analysis. 

Inorganic phosphorus was determined after the method of Fiske and 
Subbarow (1925). 10-minute acid-hydrolyzable phosphorus (A 10P) 
value was calculated by the difference between the inorganic phosphorus 
content after 10-minute acid-hydrolysis (1 N HCI, 100°C.) and that of 
unhydrolyzed samples. Total phosphorus was determined after the method 
of LePage (1951). 

lon exchange resin chromatography of the “barium- 
insoluble* fraction. The amounts of ATP and ADP in the “barium- 
insoluble” fraction were determined by chromatographic analysis following 
a modification of Cohn and Carter's method (1950). 4ml. portions of 
“barium-insoluble” fraction (which contained approximately from 
0.4 umoles to 1 umole of adenosinepolyphosphates) were made to 50 ml. by 
addition of pure water containing less than 0.01 M anion (SO,-~). This 
solution was neutralized to pH 7.0 with 1 M aq. NHg solution instead of being 
made to the 1.0M with respect to NHsOH as recommended by C ohn and 
Carter (1950). In view of the fact that ATP is very labile in high alka- 
line concentration (Novikoff et al. 1952, Siekevitz and Potter 
1953), it is desirable that the absorption is carried out under a mild con- 
dition, that is, at pH 7.0. The diluted, neutralized solution was passed 
through a column of 150—240 mesh Amberlite IRA 400 Cl, 2 em. long, 0.7 em. 
diameter, at the rate of 1 ml. per minute. Under these conditions, ATP, 
ADP, and other materials in this fraction having an absorption at 260 mu 
were completely adsorbed by the resin. Then after a preliminary water 
wash, 100 ml. portions of the following solutions were passed through the 
column at the rate of 1 ml. per minute to remove the components in paren- 
theses. 

(1) 0.003 M HCI (a small quantity of adenine, adenosinemonophosphaie, 
contaminating the “barium-insoluble” fraction), 

(2) 0.02 M NaCl in 0.01 M HCI solution (ADP), 

(3) 0.2M NaCl in 0.01 M HCI solution (ATP). 
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The eluent was collected in succesion in 235 ml. volumetric flasks. The 
light absorption at 260mywu of resulting solutions of ADP und ATP was 
measured in a spectrophotometer of Beckman type. The amounts of ADP 
and ATP were calculated from the extinction using 14,200 as the molar 
extinction coefficient. Recovery of the component from ion exchange resin 
chromatography was between 90-97% based on 260 my absorption of the 
starting material. 

2. Methods of treatment of the plasmodia with meta- 
bolic inhibitors 


A2 gram piece of plasmodium was cut into small pieces (4—5 mm, dia- 
meter) with a spatula and planted on 2% agar in a petridish (14 cm, dia- 
meter). After 12 hours’ incubation at 20°C., the pieces of plasmodia spread 
out evenly in ramified shape on the surface of the agar plate. Just before 
treatment with a metabolic inhibitor, the plasmodium was divided into two 
halves with a knife. Then one half (A) of the plasmodium, which was to 
serve as control, was treated with M/40 Tris buffer at pH 7.2 in the dish, 
while the other half (B) of the plasmodium was transfered to a separate 
dish and treated with 2, 4-dinitrophenol (2,4-DNP) and monoiodoacetic acid 
(MIA) of definite concentrations in M/40 Tris buffer at pH 7.2 for an hour 
at 20°C. 

When admitting nitrogen, one half (B) of the plasmodium was placed in 
a dish which was brought into an air-tight vessel of 3.000 ml. capacity con- 
taining 400 ml. of water. The inside pressure of the vessel was reduced to 
60 mm. Hg by an oil pump, and then cylinder nitrogen (containing about 
0.002% oxygen) was put into the vessel until the inside pressure reached 
i atmosphere; the same procedure was repeated twice. By such procedures 
the inside oxygen tension was reduced to less than 0.2% of the atmospheric 
pressure. As a control, the other half (A) of the plasmodium was placed 
in a vessel which had been filled with air after the inside pressure had been 
reduced to 60mm. Hg. Both plasmodia were left for an hour at 20°C. 

As soon as the treatment was over, both plasmodia were quickly collected 
and separately dropped into homogenizer tubes containing ice-cold 10% 
trichloroacetic acid. The amounts of inorganic phosphorus, acid-hydro- 
lyzable phosphorus, ADP, and ATP in the “barium-insoluble” fraction of 
each of the two plasmodia (A: control, B: treatment) were determined as 
described above. 


Results 


1. Analysis of acid-soluble phosphate compounds 


Inorganic phosphorus. As shown in Table 1, almost all the 
inorganic phosphorus was present in the “barium-insoluble” fraction, show- 
ing that the separation was satisfactory. The plasmodium of Physarum 
polycephalum contains about 2.5 uwmoles of inorganic phosphorus per gram 
wet weight (the mean value of 28 data). This value, however, deviates 
from one plasmodium to another ranging from 1.7 uwmoles to 3.2 wmoles. 
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If phosphocreatine or phosphoarginine are present in the plasmodium, 
they should appear as inorganic phosphorus in the “barium-soluble” 
fraction, for they are very rapidly decomposed by the molybdate reagent 
during the determination of inorganic phosphorus by the Fiske-Suba- 
rows method. The amounts of inorganic phosphorus of the “barium- 


Table 1. Fractionation of acid-soluble phosphate compounds of plasmodium. 





| Inorg. P| A10P | Total P 
Exp. No. | Fraction I" —_—— 
| | umoles per gram wet weight 





{ Ba-insoluble fraction 2.6 2.3 | 3 
| \ Ba-soluble fraction 0.07 8 coe 
| { Ba-insoluble fraction 2.9 . ae 
| \ Ba-soluble fraction 0.07 ; me 


soluble” fraction were, however, negligible as shown in Table 1. In order to 
confirm this fact, we repeated the tests carefully and took every precaution 
to prevent possible destruction of these compounds, if any, during extraction 
and fractionation. ‘The fractionation was done both with barium salts and 
calcium salts (Barth and Jaeger’s method 1947). The tests, however, 


Table 2. Fractionation of acid-soluble phosphate compounds of plasmodium. 





|Inorg. P| A10P | Total P 





Exp. No. | Fraction | ; 
| | umoles per gram wet weight 





Ba-insoluble fraction 2.4 1.5 6.1 
Ba-soluble, alcohol- 
insoluble fraction 
Ba-soluble, alcohol- 
soluble fraction 
Ca-insoluble fraction ; 2. 6.8 
Ca-soluble, alcohol- 


0.1 ad 0.8 


0.1 


insoluble fraction 0.8 


Ca-soluble, alcohol- 
soluble fraction 





0.2 


always gave negative results, that is, the amounts of inorganic phosphorus 
in both the “barium-soluble, alcohol-insoluble” fraction and the “calcium- 
soluble, alcohol-insoluble” fraction were negligibly small (Table 2). Further- 
more, there was no appreciable increase in inorganic phosphorus of these 
fractions after the samples were left standing with the molybdate reagent 
at room temperature for 30 minutes. Thus there is no evidence for the 
existence of such phosphagens as phosphocreatine and phosphoarginine in 
the plasmodium of Physarum polycephalum. 
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Energy-rich phosphate compounds. Most of energy-rich 
phosphate compounds (trichloroacetic acid-soluble) are fractionated into 
the “barium-insoluble” fraction (Table 1). The tests of the “barium-in- 
soluble” fraction yielded the following results: (1) 90% of A30 P (amount of 
inorganic phosphorus hydrolyzed in 1 NHCI at 100°C. for 30 minutes) 
appeared during 10-minute hydro- 
lysis, (2) the pentose was present, 
(3) the adenine was also present 
as readily seen in Fig. 1, (4) small 
portions of this fraction provoked 
a marked contraction (by 35% to 
200%) of the glycerinated muscle 
(Psoas) of a rabbit in saline me- 
dium (Fig. 2). These facts de- 
monstrate that ATP exists in the 
“barium-insoluble” fraction of the 
extract from the plasmodium of 
Physarum polycephalum. 

ATP content. As shown 
in Fig. 3 the adenosinepolyphos- 
phates of the “barium-insoluble” 
fraction were separated by ion 
exchange resin chromatography. 
Some unknown substance was 
eluted with 1 M HCl after the 

removal of ATP. This substance 
— 














— had some acid-hydrolyzable phos- 
250 260 270 260 290  3W ) 
Till phorus, but not any pentose, 
Fig. 1. Ultraviolet absorption spectra of glucose, and fructose. . 
Coase pane i } The ultraviolet absorption 
barium-insoluble fraction (OQ—°) and ; 
Pent ad spectrum of the eluent of ATI 
ATP (e—e) from plasmodium. The form- j | in Fi TI 
er was obtained at pH2.7 at the con- representec onde << 1. —— 
centration of 83 uM/L acid-hydrolyzable ximum absorption is at 257 mu 
phosphorus, and the latter was obtained in acid solution (pH 2.2) and the 
at pH 2.2 at the concentration of 23 uM/L mean value of E,475/Eog9 is 0.45. 
ATP. ATP and ADP content of the 
plasmodium deviated from one 
plasmodium to another ranging from 0.25 wmoles to 0.62 wmoles for ATP and 
from 0.15 «moles to 0.31 umoles for ADP. On an average the plasmodium 
contained about 0.40 umoles ATP and 0.21 wmoles ADP per gram wet 
weight (27 data): the content of ATP was always higher than that of ADP 
in a single plasmodium. The concentration of ATP in the plasmodium 
is about one-tenth of that in the skeletal muscle (Mommaerts 1950, 
Miyazaki et al. 1954), and equal to those in ram and _ sea-urchin 
spermatozoa (Mann 1945, Rothschild and Mann 1950). 
It is, however, to be noted that the calculated acid-hydrolyzable phos- 
phorus of ATP and ADP amounts merely to about 50% of the acid-hydro- 
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lyzable phosphorus found in the “barium-insoluble” fraction. This is 
probably due to the presence of inorganic polyphosphates in the “barium- 
insoluble” fraction. 


Fig. 2. Contraction of glycerinated rabbit psoas muscle by addition of small 
portions of barium-insoluble fraction from plasmodium. A: before addition. 
B: a few minutes after addition. 





201 MHCL 201 MHEL 
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Fig. 3. Chromatography of adenosinepolyphosphates of barium-insoluble fraction 
from plasmodium. 
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2, ATP levels in relation toexternal conditions 


As a preliminary step, the two halves (A and B) of the plasmodium were 
treated equally with M/40 Tris buffer pH 7.2 containing no inhibitor for an 
hour at 20°C. The results are given in Table 3. It is apparent that the 
contents of inorganic phosphorus, acid-hydrolyzable phosphorus, ADP, and 
ATP of one half (A) of the plasmodium are the same as those of the other 
half (B) of the plasmodium within an error of less than 15%. These results 
serve as control for the following experiments. 


Table 3. Preliminary estimation: Both halves (A and B) of the plasmodium were 
treated similarly with M/40 Tris buffer pH 7.2 containing no inhibitor for an hour 
at 20°C. 





Exp. Condition | Inorg. P| AiOP ADP ATP 


No. | M/40 Tris buffer pH 7.2 umoles per 100mg. dry weight 





4.2 


~ 


0.32 0.46 
0.27 0.43 
0.30 0.57 
0.26 0.48 
0.16 0.24 
0.16 0.25 
0.27 0.42 
0.23 0.48 
0.30 0.39 
0.29 0.34 
2.8 0.34 0.79 
2.9 3.0 0.29 0.65 


o bo 


bo bh = = bo to bo te 


wwe 


1.9 
2.0 


3.3 


a) Effect of 2,4-dinitrophenol (2,4-DNP). Allen and 
Price (1950) showed that protoplasmic flow was brought to a complete 
standstill within a few minutes after exposure to 2 X 10-4 M 2,4-DNP and 
this inhibition was completely reversible if the plasmodium was not left in 
2,4-DNP for an excessively long period of time. Using the double-chamber 
method, Kamiya, Nakajima, and Abe (1957) showed most clearly 
that the motive force was decreased to almest nil by an hour treatment with 
5X 10-4M 2,4-DNP under aerobic condition; gradually, the motive force 
reached its original level an hour after the reagent was removed. 

Treatment with 5 X 10-4M 2,4-DNP for an hour under aerobic con- 
dition reduced the ATP content te as low as half the original level and pro- 
duced a concomitant increase of inorganic phosphorus, as shown in Table 4. 
Even under anaerobic conditions, the labile-P content was remarkably re- 
duced by 5 X 10-* M2, 4-DNP (Table 5). It has been reported that the motive 
force also decreases to a considerable extent under the same condition 
(Kamiya, Nakajima, and Abe 1957), 

It is well known that 2,4-DNP reversibly uncouples phosphorylation 
from oxidation (Loomis et al. 1948, Cross et al. 1949), and converts 
mitochondrial ATPase from the latent state to the active state (Potter 
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et al. 1951, Lardy et al. 1953, Maruyama 1954). Nakajima (1960) 
recently indicated that ATPase of the plasmodial myosin B (or actomyosin) 
is activated by 2,4-DNP. Hence, we suppose that the ATP content was 
reduced as a consequence of the inhibition of ATP synthesis on the one 
hand, and of the activation of ATP hydrolysis on the other. Since lower- 


Table 4. Effects of 2,4-DNP on the amount of acid-soluble phosphate compounds 

in plasmodium: A was treated with M/40 Tris buffer pH 7.2 (control), B was treated 

with 5 X 10-4 M 2,4-DNP in M/40 Tris buffer pH 7.2 under aerobic condition for 
an hour at 20°C. 





Inorg. P| A1OP | ADP | ATP 
Condition — 





umoles per 100 mg. dry weight 





A: Control 2.£ 3.4 0.42 0.90 
B: 5x10-4M 2,4-DNP & 1.9 0.36 0.50 
{ A: Control 2. 3.5 0.34 0.97 
B: 5x10-4M 2,4-DNP é 2.1 0.33 0.51 


ing of ATP level corresponds to a decrease of the motive force, it is sug- 
gested that the content of ATP is related to the activity of the protoplasmic 
streaming in the plasmodium. 

In spite of the decrease of the ATP content, the ADP content remained 
almost unchanged. This may probably be explained in view of the faci 
that the plasmodial myosin B has the catalytic action of myokinase (N a- 
Table 5. Effects of 2.4-DNP on the amount of acid-soluble phosphate compounds 
in plasmodium: A was treated with M/40 Tris buffer pH 7.2 (control), B was treated 
with 5 X 10-4M 2,4-DNP in Tris buffer pH 7.2 under anaerobic condition for an 

hour at 20°C. 





Exp. | | Inorg. P| A1OP | ADP ATP 
No Condition | 
opi | umoles per 100 mg. dry weight 





{ A: Control 3.2 
B: 5x10-4M 2,4-DNP 4.1 


kajima 1960). That is, this enzyme catalyzes the phosphorylation of 
ADP in extremis yielding ATP together with AMP. The ATP thus yielded 
is hydrolysed again to ADP. Therefore, the following reaction takes place 
on the whole. 


ATP — AMP ADP level: unchanged 


b) Effect of monoiodoacetic acid (MIA). It has been reported that the 
plasmodium of Physarum polycephalum forms a considerable amount of 
acids under anaerobic condition and that under aerobic condition, a small 
though insignificant amount is produced (Ohta 1954). Further the plas- 
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modium was found to contain lactic acid dehydrogenase (Ohta unpub- 
lished) as well as glycogen. These facts suggest that the process of fermen- 
tation in the plasmodium is probably glycolysis, the end product of which 
is lactic acid. 

lt is known that the motive force was reduced toa great extent by MIA at 
a concentration of 1X 10-?>M (Kamiya, Nakajima, and Abe 1957). 
Further it was ascertained by means of measurement conducted simultan- 
eously with respiration that the suppression of the motive force production by 
MIA can occur without inhibiting respiration (Abe, Nakajima, and 
Kamiya 1958). 


Table 6. Effects of MIA on the amount of acid-soluble phosphate compounds in 

plasmodium: A was treated with M/40 Tris buffer pH 7.2 (control), B was treated 

with 0.67 X 10-*M and 1 X 10-*M MIA in M/40 Tris buffer pH 7.2 under aerobic 
condition for an hour at 20°C. 





Exp. Inorg. P | A10O P ADP ATP 
No Condition 


vmoles per 100mg. dry weight 





| | | 
Control 4.2 | 2.4 0.21 | ©.51 


0.67x10-3M MIA | 42 | 2.3 0.21 0.47 
Control 4.2 2.1 0.22 0.47 
0.67x10-3M MIA | 4.0 2.8 0.19 0.54 
Control re a a 0.22 0.67 
1x10-3M MIA 3.1 3.6 0.32 0.77 
Control 1.9 2.9 0.18 0.46 
1x10-3M MIA 21 | 29 0.18 | 0.58 


Nakajima (1960) recently showed that ATPase activity of the plas- 
modial myosin B was not affected by MIA. It is thus assumed that the 
reduction of the motive force is not due to inhibition of the activity of 
myosin B ATPase, but probably to the reduction of the energy source 
required for the production of the motive force. 

On the other hand, the ATP content as well as the contents of inorganic 
phosphorus, acid-hydrolyzable phosphorus, and ADP remained almost 
unaffected with 0.67 X 10-3 M and 1 X 103M MIA (Table 6). 

Probably the ATP level is unchanged since respiration is not affected 
by MIA at the above concentration. However, this presents an example 
in which there is no parallel relationship between the motive force and the 
general level of ATP in the whole plasmodium. Later this matter will be 
discussed in more detail. 

c) Effect of low oxygen tension. Allen and Price (1950) showed 
that the streaming of plasmodium is normal until the oxygen tension rea- 
ches 2.4% of the atmospheric pressure. Under 0.3% oxygen, streaming is 
reduced but continues for at least 24 hours. Even under complete lack of 
oxygen, streaming continues for several hours. L oe w y (1950) observed that 
in gas mixture of 95% N,+5% CO, streaming continues, in spite of com- 
plete lack of oxygen, for more than 24 hours without showing any ill effect. 
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Using the double-chamber method, Ohta (1952), Kamiya (1953), 
Kamiya, Nakajima, and Abe (1957), and Kamiya, Abe, and 
Nakajima (1958), studied the effects of low oxygen tension on the 
motive force of protoplasmic streaming in the plasmodium. Kamiya, 
Nakajima, and Abe (1957) showed that when cylinder nitrogen con- 
taining about 0.1% oxygen was admitted to plasmodium the motive force 
increased to about 150% of the original magnitude in air with no ill effect 
on the plasmodium. 

Table 7 shows that the ATP content does not change significantly under 
low oxygen tension (about 0.2% oxygen tension). 


Table 7. Effects of loro oxygen tension on the amount of acid-soluble phosphate 
compounds in plasmodium: A was control, B was treated with nitrogen containing 
about 0.2% oxygen for an hour at 20°C. 





Inorg. P| A10P ADP 
Condition aa 
umoles per 100 mg. dry 





Control 3.0 ; 0.27 
N, 3.0 > | Os 
Control _ | 0.33 
N, — | | 0.27 
Control 3.0 2 | 0.29 
N, 3.6 0.26 
Control 2.6 3 0.36 
Me + oe 2 | 0.390 
Control 3.2 k 0.27 
N, 4.3 4 0.30 


Phebe b o> ob 





According to Ohta’s data (1954), the plasmodium owes most of its 
energy metabolism to respiration under aerobic condition (Qj). = 1.08, 
Qait_ = 0.083, wet weight base). Therefore, it might be expected that the 
ATP content of the plasmodium could be reduced considerably under 
0.2% oxygen tension, where respiration is reduced to several per cent 
of the rate in the air (Allen and Price 1950). However, the fact that 
the ATP content remained unaffected under the low oxygen tension may 
be understood if we assume that ATP synthesis through a glycolytic pro- 
cess was stimulated because of the Pasteur effect ( Ne = 0514, ( = 
0.083, Ohta 1954). On the other hand, the utilization of ATP for certain 
physiological functions which are intimately connected with respiration 
is depressed as a consequence of a decrease in respiratory activity. Ac- 
tually, it has been observed by Seifriz and Urbach (1944), and Allen 
and Price (1950) that the proliferation of the plasmodium ceased com- 
pletely under anaerobic conditions. We also observed the same phenome- 
non. 

In this connection special attention must be paid to the fact that the 
motive force remarkably increases rather than decreases under low oxygen 
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tension unaccompanied by a significant increase of the total ATP content 
in the plasmodium. Thus it is another example in which there is no 
parallel relationship between the motive force and the average level of 
ATP in the whole plasmodium. 


Discussion 


From the standpoint of energetics, the biological movements can be 
understood as the process in which chemical energy is transformed into 
mechanical work. ATP is known as the immediate source of energy for 
the contraction of muscle, the movement of spermatozoa, etc., where 
actomyosin ATPase splits ATP and liberates chemical energy. On the 
other hand, ATP itself also produces certain changes in the physical pro- 
perties of actomyosin. These two aspects of interaction between ATP and 
actomyosin probably form the fundamental basis for not only muscu- 
lar contraction but different types of biological movements such as proto- 
plasmic streaming in the myxomycete plasmodia. 

Loewy (1952), Nakajima (1956, 1960), Ts’ o et al. (1956. a, b, 1957 a, 
b) have studied actomyosin of the plasmodium of Physarum polycephalum, 
and they pointed out that there exist actomyosin-like contractile proteins 
which undergo marked changes in physical properties undre the influence 
of ATP. Nakajima (1960) also showed that plasmodial myosin B 
(or actomyosin) has ATPase activity which is activated by Catt. 

On the other hand, it has been shown by the present work that the 
plasmodium contained a considerably large amount of ATP (about 0.4 u 
moles per gram wet weight). 

In the light of these facts it can be assumed that the mechanochemical 
system of protoplasmic streaming in the plasmodium is the ATP-actomyo- 
sin sysiem. 

In view of the facts obtained by us and those reported by Kamiya, 
Nakajima, and A be (1957), it is inferred that when admitting 5 X 10-4 M 
2,4-DNP the ATP level is lowered and the motive force of protoplasmic 
streaming also decreases. But, under low oxygen tension, the motive force 
remarkably increases unaccompanied by a significant increase in the 
average level of ATP in the whole plasmodium. At 1 < 10-* M MIA, on the 
other hand, the motive force clearly decreased in spite of the fact that 
the general level of ATP in the whole plasmodium remained almost unaf- 
fected. In these two cases, as already mentioned, there is no parallel 
relationship between the average level of ATP in the whole plasmodium 
and the motive force responsible for the protoplasmic streaming. 

At this point it seems important to consider these matters in terms of 
the topographical difference in the availability of ATP in the plasmodial 
cytoplasm. Namely, since a mechanochemical system is considered to be 
located in the ground cytoplasm (or hyaloplasm), the ATP level of ground 
cytoplasm rather than that of mitochondria must have a direct bearing on 
the production of the motive force responsible for the protoplasmic 
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streaming. Thus the motive force increases or decreases as the result of a 
rise or fall in the ATP level of the ground cytoplasm. 

Under anaerobic conditions, synthesis of ATP through glycolytic pro- 
cesses may be increased due to the Pasteur effect. Hence the ATP level 
of the ground cytoplasm, where the enzyme system of glycolysis exists, 
must be raised and this is assumed to be responsible for the augmentation 
of the motive force under low oxygen tension. 

Takata (1958) injected ATP into the protoplasm of a plasmodium 
placed in the double-chamber and obtained interesting results. He repor- 
ted that the artificially raised ATP level of the ground cytoplasm brought 
about an increase in the motive force. This fact supports our assumption 
that there exists an intimate relationship between the ATP level of the 
ground cytoplasm and the production of the motive force responsible for 
the protoplasmic streaming. 

The decrease in the motive force brought about by MIA may be under- 
stood by assuming that the ATP level of the ground cytoplasm is reduced 
by the inhibitory action of MIA on glycolysis even though the total ATP 
is not reduced by MIA. 

On the other hand, respiration is inseparably bound up with other 
physiological functions, e. g., spreading of the plasmodium, growth, etc. 
It is likely that the ATP synthesized in mitochondria of the plasmodium 
is consumed for those physiological functions other than the protoplasmic 
streaming. 
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Summary 


1. Energy-rich phosphate compounds extracted from the plasmodium 
of Physarum polycephalum were fractionated with barium salts, and 
further separated by chromatographic technique using ion exchange resin. 

2. Plasmodium of Physarum polycephalum contained about 2.5 umoles 
of inorganic phosphorus, 0.2 wmoles of ADP, and 0.4 umoles of ATP per 
gram wet weight on an average. 

3. The level of ATP changes considerably under the influence of various 
metabolic poisons. Changes in the ATP level parallel the generation of 
the motive force when the material is treated with 2,4-DNP. The paral- 
lelism between the two, however, does not hold when the plasmodium is 
brought under the influence of low oxygen tension and 1 X10-?M MIA. 
The lack of parallelism between the average ATP level of the whole plas- 
modium and the magnitude of the motive force was discussed with refe- 
rence to a topographical difference of the ATP in the cytoplasm. 
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Plasmaeinschliisse bei einigen Desmidiaceen-Gattungen 


Von 


Gustav Kramer 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 12 Textabbildungen 


(Eingegangen am 21. Juli 1959) 


Einleitung 


In der zweiten Halfte des vorigen Jahrhunderts sind kleine Einschliisse 
im Hyaloplasma bekanntgeworden, die sich durch starkere Lichtbrechung 
von diesem abheben. Hanstein (1880) pragte dafiir den Ausdruck 
Mikrosomen (Kleinkérperchen). Schon zehn Jahre spater beschrieb 
Altmann (1890) solche Kleinkérperchen als Bioblasten, die dann 
spiter von Benda (1898) als ,Mitochondrien* bezeichnet wurden. 
Das pflanzlihe Chondriosom wurde zuerst von Meves (1904) an 
Tapetumzellen von Nymphaea beschrieben. In der Folgezeit entstanden 
mehrere wichtige Arbeiten dariiber. Ausfiihrliche Literatur findet sich bei 
Guilliermond (1941), P. Dangeard (1947, 1958) und Newcomer 
(1940, 1951). 

Die Namengebung dieser Einschliisse ist heute nicht einheitlich. In der 
franzésischen Schule werden hiaufig die runden Einschliisse als Mit o- 
chondrien (= Chondriosomen nach Newcomer 1951) und die 
stabchen- oder fadenférmigen Einschliisse ais Chondriokonten 
(= Mitosomen nach Newcomer 1951) bezeichnet. Im deutschen 
Sprachgebrauch hat sich der Ausdruck Chondriosomen (Geitler 
1934: Kiister 1956; Perner 1958) bzw. Mitochondrien (Geitler 
1955: Sitte 1957) eingebiirgert. Man versteht darunter stabchenférmige 
oder ovale bis fast runde, flexible Gebilde ohne Eigenbeweglichkeit, die 
gegen schadigende Aufeneinfliisse sehr empfindlich sind. Sie sind im Hell- 
feld nur schwach lichtbrechend, leuchten im Dunkelfeld nur an den Konturen 
schwach auf und erscheinen mattgrau im Phasenkontrast. Bei Kappen- 
plasmolyse quellen sie nicht wie das Plasma auf, sind also in ihrem Hydra- 
tationsvermégen von diesem verschieden (Hi fler und Url 1958). Die 
GréBenangaben schwanken je nach den Pflanzen, bei welchen sie unter- 
sucht wurden, zwischen 0,3 und 1,6 w. 





G. Kramer: Plasmaeinschliisse bei einigen Desmidiaceen-Gattungen 185 


Von diesen Kleinkérperchen im Plasma werden heute die ideal kugeligen 
Einschliisse als Spharosomen (Perner 1952, 1953, 1958 in Anlehnung 
an P. A. Dangeard 1919), manchmal auch als Mik rosomen bezeich- 
net (Steffen 1955), unterschieden. Sie sind stark lichtbrechend, leuchten 
im Dunkelfeld hell auf und erscheinen im Phasenkontrast tief schwarz. 
Ihre Groe liegt zwischen 0,7 und 0,8 (0,6—1,0) u (Kiister 1956; Perner 
1958 u.a.). 

Das Vorkommen der Chondriosomen wird fiir die Pflanzen einschlieBlich 
der Algen generell angenommen (Ste f fen 1955: Perner 1958), wahrend 
das Vorkommen der Sphiarosomen erst fiir viele Angiospermen gesichert 
ist (Steffen 1955). 

Bei Algen gibt es neben den bisher als Chondriosomen beschriebenen 
Einschliissen (Dangeard 1931; Chadefaud 1932 und 1936, Geitler 
1937, 1955) noch andere Partikelchen im Plasma, z. B. bei den Desmidiales, 
die als ,,Gerbstoffblaschen* und als Kopetzkysche Kiigelchen bekannten 
Einschliisse, die basische Farstoffe intensiv speichern (vgl. Hirn 1953, 
Kiister 1956 u.a.). 

Bei Pilzen, Blaualgen und Bakterien liegen die. Verhaltnisse etwas an- 
ders. Eine Zuordnung ihrer Plasmaeinschliisse (,,Granula*) zu denen der 
hdheren Pflanzen ist hier noch nicht méglich (vgl. Steffen 1955: Bautz 
1955, 1956: Gutz 1956; Tischer 1917). 


Ich selbst habe mich in mehrjahriger Arbeit mit den Plasmaeinschliissen 
verschiedener Desmidiaceen beschaftigt und will zunachst nur iiber meine 
Untersuchungen an den Desmidiaceen-Gattungen Tetmemorus, Pleuro- 
taenium, Cosmarium, Euastrum und Penium berichten. Hierbei wurde vor 
allem eine Gliederung bzw. Klassifizierung der beobachteten Einschliisse 
angestrebt. 

Das Material fiir meine Untersuchungen stammt vom Egelsee, einem bis- 
her noch nicht untersuchten Hochmoor siidlich des Millstattersees in Karnten, 
aus der Ramsau bei Schladming und aus bayrischen Hochmooren bei Egg- 
stadt. Ich verwendete ein Zeiss-Stativ Lumipan (Ol-[mm. 1 : 90, Ap. 1,25) 
mit Kondensorrevolver fiir Dunkelfelduntersuchungen sowie ein Phasen- 
kontrastmikroskop von Reichert (Ol-Imm. 1 : 100, Ap. 1,25) und fallweise 
das grofe Reichert-Forschungsmikroskop Zetopan. Als wichtigstes metho- 
disches Hilfsmittel wurde vor allem auch die Vitalfarbung der Objekte 
herangezogen. 


Gattung Tetmemorus 


Desmidiaceen aus der Gattung Tetmemorus waren schon mehrmals zu Vital- 
farbeversuchen herangezogen worden. So beschreiben z. B. Cholnoky-H6fler 
(1950) nach Durchsaugen von Neutralrot an Proben von Hochmooralgen an Tet- 
memorus granulatus eine auffallende Plasmazirkulation und auferdem im Plasma 
zahlreiche kleine, unter sich gleich grofe Mikrosomen, ..die sich dunkelrot gefarbt~ 
haben. Hirn (1953) untersuchte verschiedene Desmidiales, darunter auch Tetmemo- 
rus laevis. Auf Grund des Verhaltens gegeniiber dem Vitalfarbstoff Toluidinblau 
unterscheidet die genannte Autorin zwei Gruppen von Algen: solche. die den 
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Farbstoff nur in violettem Farbton zu speichern vermégen, und solche, die auch 
zu griinblauer Kérnchenspeicherung befahigt sind. Die Farbspeicherung der erst- 
genannten Gruppe, zu der auch Tetmemorus laevis gehort, erfolgt meist in Form 
einer violetten Diffusfarbung der Vakuole, aber auch durch Bildung kleiner, an- 
scheinend nicht vorgebildeter violetter Kérnchen. Eine solche Speicherung des Farb- 
stoffes kann aber nur erfolgen, wenn der Farbstoff in einer geniigenden Konzen- 
tration (bis zu 1 : 100.000, bei einer Farbedauer von einer halben Stunde) und bei 
einem pH-Bereich iiber dem Umschlagsbereich des betreffenden Farbstoffes geboten 
wird. Fiir Tetmemorus laevis erhielt Hirn mit Toluidinblaulésungen geeigneter 
Konzentrationen bzw. pH-Werten violette Zellsaftfarbung und kleine, regelmafig 
iiber die Zelle verstreute, violette, in Gruppen angeordnete Kérnchen, die bei 
Plasmolyse mit 0,6mol TRBZ ihre Gruppierung verlieren und regellos an der 
Zellwand verteilt haften bleiben. Es sind allem Anschein nach Gallertbildungen, die 
auRerhalb des Protoplasten liegen. In derselben Arbeit wird auch darauf hin- 
gewiesen, daB Klebs (1886) bei Tetmemorus granulatus ahnliche Kérnchen be- 
obachtet hat und sie mit Gallertausscheidungen in Verbindung bringt. Die Speicher- 
kraft der Vakuole an zentrifugierten Exemplaren untersuchte Kiermayer (1954). 
E. Huber (1955) experimentierte mit den Farbstoffen Toluidinblau, Methylenblau 
und Brillantcresylblau. Mit verdiinnten Toluidinblaulésungen zeigten Tetmemorus 
granulatus und Tetmemcrus Brebissonii im alkalischen Bereich blaue Trépfchen teil- 
weise in Molekularbewegung. Methylenblaulésungen ergaben im stark alkalischen 
Bereich (ab pH 12,2) Vakuolenfarbung, wahrend Brillantcresylblau entsprechend sei- 
nes niedrigeren Umschlagbereiches im gesamten alkalischen Bereich ab pH 8,2 das 
Plasma durchdringen konnte. Die Zellmembranen adsorbieren die Farbstoffe bis 
pH 11,0 bzw. 10,5. Ferner beschreibt Huber fiir die beiden genannten Farbstoffe 
im pH-Bereich zwischen pH 4,0 und 12,5 Trépfchenspeicherung im Plasma. Héfler 
und Schindler (1955) stellen auf Grund ihrer vergleichenden Versuche mit 
Rhodamin B und Brillantcresylblau leere Zellsafte fiir Tetmemorus granulatus 
und T. laevis fest. Ferner konnte Héfler (1957) zeigen, daB sich die Membran 
von Tetmemorus granulatus mit Thionin, gelést in Aqua dest. 1 : 10.000 und 0,7 mol 
TRBZ, zum Unterschied von vielen anderen Desmidiaceen nicht anfarbt. Thionin 
ist ein basischer Farbstoff, der im neutralen Bereich zur Ganze dissoziiert und 
wegen seiner Unschadlichkeit bekannt ist. 

Mich interessierten zunachst die Inhaltskérper des Plasmas und die 
Frage, ob eine Verwandtschaft zu den Plasmaeinschliissen verschiedener 
Arten aus der Gattung Cosmarium oder Euastrum bestehe. Ich kniipfte an 
die vorangegangenen Versuche an, beschrankte mich aber nicht nur auf die 
Beobachtung der Plasmaeinschliisse, sondern war bestrebt, zugleich auch 
einen tieferen Einblick in die Farbaufnahme und Farbspeicherung zu ge- 
winnen und durch Vergleiche mit anderen Gattungen und Arten aus der 
Familie der Desmidiaceen Unterschiede in der Art der Speicherung heraus- 
zufinden. Als Farbstoffe dienten mir Toluidinblau 1 : 10.000, pH 10,1 und 
pH 11,2, Brillantcresylblau 1 : 10.000, pH 8,3. pH 9.8 und 10,1, Neutralrot 
1: 10.000 gelést in Leitungswasser sowie Rhodamin B 1 : 5000 gelést in 
Leitungswasser. Um eine méglichst genaue Aussage iiber die Art der Spei- 
cherung zu gewiahrleisten, untersuchte ich die Objekte zuerst im ungefarb- 
ten Zustand unter Anwendung starker VergréRerungen (Ol-Imm. 90, Zeiss) 
unter Zuhilfenahme des Phasenkontrastes und der Dunkelfeldmikroskopie. 
Aus der Gattung Tetmemorus untersuchte ich die schon vorhin genannten 
Arten T. granulatus, laevis und Brebissonii. 
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Tetmemorus granulatus laRt im Hellfeld meist sehr schéne Protoplasma- 

strémung erkennen. Obwohl vom Chloroplasten nur ein ganz schmaler 
Saum des Plasmas zur Zellwand hin freigelassen wird, kénnen deutlich 
starker lichtbrechende Teilchen im Plasma ausgenommen werden. Besonders 
deutlich sichtbar werden diese Teilchen, wenn die Algen vorher zentri- 
fugiert werden. Dies erfolgte bei 2500 U/min 45 Minuten lang. Der Chlo- 
roplast verlagert sich dabei zentrifugal und gibt ein bis zwei Drittel des 
Zellraumes frei. lm chloroplastenfreien Teil werden Protoplasma und Vaku- 
ole besonders deutlich sichtbar, ebenso 
die iiber die Zellwand regelmafig ver- 
teilten Poren (Abb. ta, vgl. Liitke- 
miiller 1902). Das Plasma iiberzieht die 
Innenseite der Zellwand und erscheint 
bei zentrifugierten Exemplaren an den 
Polen etwas gequollen. Es ist in solchen 
Individuen stets in lebhafter Strémung. 
Die eingeschlossenen Teilchen von einer 
Gréfe um 0,5 sind besonders schén zu 
erkennen. Ich will sie in Zukunft im 
Sinne Hansteins (1880) in ihrer Ge- 
samtheit Mik rosomen nennen. Im Pha- 
senkontrast werden sie als dunkelgraue 
bis schwarze Kérperchen noch deutlicher 
sichtbar. Die Mehrzahl von ihnen haben 
eine recht konstanite Gréfe von etwa 
0,6u. Doch gibt es auch kleinere von 
verschiedener Gréfe bis zur Sichtbar- 
keitsgrenze. Ihrer Form nach diirften sie 
im wesentlichen kugelig sein. Manchmal 
entsteht der Eindruck ovaler bzw. schei- 
benformiger Gebilde, was wegen ihrer 
Kleinheit und der schnellen Bewegung, 
die sie mit dem Plasma ausfiihren, nicht Sushi weit Deilbeaiesdadtiliale: ts 
mit Sicherheit festgestellt werden konnte.  gallertigen Ausscheidungen an der 
Neben diesen Mikrosomen beobachtete [nnenseite der Zellwand zeigen 
ich auch hiufig gréfere Einschliisse in  starke adsorptive Farbspeiche- 
geringerer Anzahl, die ihrem Aussehen _ rung: c dieselben stark vergréfert. 
nach Lipoidtrépfchen sein diirften. 
Im Dunkelfeld wurden bei vielen Exemplaren Plasmalamellen beobachtet, 
die die Vakuole durchziehen. Sie werden im Hellfeld viel schwacher sichtbar: 
Die Mikrosomen leuchten im Dunkelfeld hell auf. Die oben erwahniten 
GréRenverhaltnisse konnten auch im Dunkelfeld festgestellt werden. 

Fiir Tetmemorus laevis ist erwahnenswert, daf{ Exemplare, die im un- 
behandelten Zustand keine Plasmastrémung erkennen lieBen, diese nach 
erfolgter Plasmolyse und Deplasmolyse deutlich zeigten. Das Plasma strémt 
auch bei zentrifugierten Exemplaren sehr schén und ist von zahlreichen 
Mikrosomen erfiillt, was bei ruahendem Plasma nur schwer erkannt werden 


13* 


Abb. 1. Tetmemorus granulatus, 
zentrifugiert: a ungefarbt; b ge- 
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kann. Deutliche Plasmastr6mung wurde auch bei Tetmemorus Brebissonii 
in frischem Zustand beobachtet. 

Bei der Farbung bediente ich mich verschiedener Methoden: Farb- 
bad in verdiinnten Lésungen auf eine Dauer von 10 bis 20 Minuten und 
nachheriges Absaugen der Farblésung unter dem Deckglas bei gleichzeiti- 
gem Ersatz durch die entsprechende Pufferlésung, Leitungswasser oder 
Standortwasser. Diese Methode wird im folgenden als Kurzfarbung bezeich- 
net. Anderenfalls saugte ich die Farblésung erst unter dem Deckglas durch, 
um den Farbevorgang bei starker VergréRerung im Hellfeld, Dunkelfeld 
oder Phasenkeontrast verfolgen zu kénnen. In manchen Fallen saugte ich 
verdiinnte, gepufferte und auf eine bestimmte Konzentration mit TRBZ 
abgestimmte Farblésung durch. Auf diese Art war es mir méglich, die 
Farbung bei gleichzeitiger Plasmolyse zu verfolgen, was besonders wichtig 
war, wenn es sich darum handelte festzustellen, ob gewisse anfarbbare 
Stoffe, die sonst bei Plasmolyse mit gewéhnlichen TRBZ-Lésungen sich 
allzuleicht auswaschen lieBen, an der Zellwandinnenseite vom Plasma ge- 
trennt haften blieben oder noch dem Plasmaaufensaum angehérten. 

Bei zahlreichen Versuchen mit Toluidinblau und _ Brillantcresylblau 
konnte ich nun die von Hirn (1953) beschriebenen, an der Zellwand haften- 
bleibenden Kérnchen deutlich sehen. Es scheint sich tatsachlich um gallertige 
Ausscheidungen des Plasmas zu handeln. Sie liegen unterhalb der Poren 
und erscheinen als Gruppen, die aus meist 3 oder 4 gefarbten Kornchen 
zusammengesetzt sind (Abb. 1b, c). Diese Kérnchen diirften mit der von 
Huber (1954) als ,. Trépfchenspeicherung* bezeichneten Erscheinung iden- 
tisch sein. Ihre Anfarbbarkeit ist oft verschieden stark. Am deutlichsten 
konnte sie bei Tetmemorus granulatus beobachtet werden. Die Farbe lai 
sich aber sehr leicht wieder mit Pufferléungen, Leitungswasser oder durch 
Plasmolyse mit TRBZ-Lésungen auswaschen. Meistens nimmt bei einmali- 
gem Durchsaugen der genannten Fliissigkeiten die Farbintensitat stark ab 
und verschwindet erst bei mehrmaligem Durchsaugen ganz. Werden gefarbte 
Zellen mit TRBZ-Lésungen plasmolysiert, so verlieren die Kérnchen ihre 
Gruppierung — wie auch schon Hirn (1953) beobachtet hat —, die Farb- 
intensitat nimmt stark ab und sie bleiben an der Zellwand haften. Bei 
anderen Plasmolyseversuchen hafteten sie als gefarbte Kérnchen oder Farb- 
flecken dem Plasmaaufensaum an, hoben sich also mit diesem von der 
Wand ab. Dies beobachtete ich bei Versuchen mit gepufferten TRBZ-Lésun- 
gen. In solchen Fallen waren die Porenkanale in Polnaihe noch schwach 
gefarbt. wahrscheinlich deshalb, weil der Farbstoff von den in ihnen stecken- 
den Gallertpfropfen festgehalten wurde. Bei Deplasmolyse entfiarben sich 
sowohl die an der Wand haftenden als auch die dem Plasma anliegenden 
Partikel, was wohl nichts mit der Deplasmolyse zu tun hat, sondern dadurch 
hervorgerufen wird, daf sie erneut von farbloser Fliissigkeit umspiilt wer- 
den. Nur in manchen Fallen bleibt ganz schwache Farbung zuriick. Er- 
wahnenswert erscheint mir auch, daf die Farbaufnahme stets zuerst an den 
Zellpolen und dort auch am starksten erfolgte und sich am schwersten wie- 
der auswaschen lief. In vielen Fallen tritt eine vollstandige Verdringung 
des Farbstoffes, allerdings erst mit CaCle, ein. 
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Wurden zu Versuchen gepufferte und mit TRBZ versehene Farblésungen 
verwendet, dann blieb die iibliche Farbung der gallertigen Ausscheidungen 
aus, und es zeigte sich nur eine schwache bis starkere Zellwandfarbung. 

Irgendwelche besonders deutliche Farbspeicherung durch die im Hell- 
feld sichtbaren Mikrosomen konnte ich bei keinem meiner Versuche mit 
den Farbstoffen Toluidinblau und Brillantcresylblau beobachten, wohl 
aber die schon von Héfler und Schindler 
(1955) beschriebene Vakuolenfiirbung. Nur wenn 
die Zellen absterben, das Plasma also schon ge- 
schiidigt ist, erscheinen im Plasma violett gefiarbte 
Klumpen. 

Neutralrotfarbungen mit 1: 10.000 in Leitungs- 
wasser verdiinnten Lésungen ergeben ein etwas 
anderes Bild insofern, als sich die gallertigen 
Ausscheidungen nur schwach oder iiberhaupt nicht 
anfirben (Leitungswasser enthilt Ca!) und daher 
vor allem im zentrifugierten Material die ge- 
firbten Vakuolen deutlicher hervortreten. Manch- 
mal werden auch im Zellsaft in BMB sich be- 
findende, schwach angefiarbte Einschliisse von 
unregelmafiger Gestalt sichtbar (Abb. 2). Die 
Mikrosomen fiarbten sich in meinen Versuchen 
nirgends deutlich an, sondern nur schwach und 
voriibergehend, so daft ich dies nicht mit voller 
Sicherheit als echte Farbspeicherung ansehen 
méchte. Vielleicht erscheinen die Partikel nur 
deshalb manchmal rot, weil die gefirbte Zell- 
wand bzw. Vakuole einen roten Schimmer iiber 
die ganze Zelle verbreitet. In einzelnen zentri- 
fugierten Zellen der Art Tetmemorus laevis zeig- 
ten sich bei lingerer Firbedauer ganz vereinzelt 
intensiv rote Kiigelchen im Plasma, die aber von 
der Strémung nicht erfaft wurden. Dabei diirfte 
es sich nicht um vorgebildete anfiarbbare Fin- 
schliisse handeln, sondern um bei der Fiarbung erst 
sich bildende Entmischungskiigelchen (Abb. 2). 


Sheol oe 


4 


oa ase a 
ae Se ree 


ra 





Tetmemorus 
laevis, zentrifugiert und 
mit Neutralrot gefarbt: 
Wenige kleine Entmi- 
schungskiigelchen im 
Plasma (a) neben zahl- 


Tetmemorus laevis bleibt in Neutralrot ungefarbt. 
Ebenso ungefirbt blieben simtliche untersuchten 
Tetmemorus-Arten in Rhodamin-B-Lésungen (vel. 
auch Héfler u. Schindler 1955). 


reichen ungefarbten Par- 

tikelchen, sowie schwach 

angefarbte Gebilde im 
Zellsaft (b). 


Gattung Pleurotaenium 


Die bisherigen Arbeiten iiber Pleurotaenium behandeln durchwegs die 
Zellwand und die Vakuole mit Ausnahme einer Anmerkung bei Hirn 
(1952, S. 50). Mir standen aus dieser Gattung die Arten Pleurotaenium 
trabaecula, coronatum, coronatum var. nodulosum, truncatum, maximum 
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und Ehrenbergii zur Verfiigung. Die Methoden der Untersuchungen und 
die verwendeten Farbstoffe waren dieselben wie bei der Gattung Tetme- 
morus, 

Schon im natiirlichen Zustand lassen sich im Plasma zahlreiche Mikro- 
somen ausnehmen. Sie geben sich als kleine graue Piinktchen oder Scheiben 
zu erkennen und strémen sehr schnell im Plasma mit. 

Fiir genauere Unteruchungen war es 
notwendig, die Algen erst zu zentri- 
fugieren, um durch eine Verlagerung des 
Chloroplasten gréfere Partien des Proto- 
plasmas freizubekommen. Ich zentrifugierte 
45 min bei 2500 U/min. Die Verlagerung 
des Chloroplasten erfolgte mit wenigen 
Ausnahmen sehr deutlich, haufig lateral, 
vielfach aber so, daft zwei Drittel und mehr 
der einen Zellhilfte chloroplastenfrei war, 
die andere Zellhilfte hingegen die zusam- 
mengestauchten Chloroplastenstreifen barg. 
Deutlich konnie nun der schon von K ie r- 
mayer (1954) geschilderte wabige Bau der 
Vakuole gesehen werden (Abb. 3). Nicht 
selten kommt es vor, daf Teile losgeris- 











sener Chloroplastenbinder im zentripetalen 
Teil liegen bleiben. In der zentrifugalen 
Hialfte sammeln sich die spezifisch schwere- 
ren Teile, wie die Gallertkérperchen’ und 
die Kristalle. Auferdem waren in den meisten 
Zellen im zentrifugalen Teil ein bis mehrere 
Aggregate von farblosen bis grau erscheinen- 
den Inhaltstoffen, die im Dunkelfeld be- 
sonders hell aufleuchten (Abb. 4). 
Auffallend schon sichtbar ist die Plasma- 
Abb. 3. Pleurotaenium tra-  strémung in der chloroplastenfreien Zell- 
baecula, zentrifugiert: Der  hiilfte infolge der zahlreichen Plasmaein- 


wabige Bau der Vakuole ist  gchliisse. Darunter sind am auffalligsten: 
deutlich sichtbar. Im Plasma 


liegen neben zahlreichen win- 1. die Mikrosomen. Viele von ihnen 
zigen Partikelchen kleine Li- sind in der Grofe (etwa 0,6—0,8 «) ziemlich 
poidtrépfchen (a) und grofe  konstant. Im Hellfeld lift sich ihre Form 
Lipoidkugeln (b). nur schwer erkennen. Sie erscheinen als kleine 
Scheibchen. lhre Gestalt lat sich erst im 

Phasenkontrast und im Dunkelfeld deutlicher sichtbar machen. Im Phasen- 
kontrast sind sie schwarz, kreisrund, selten oval. Im Dunkelfeld leuchten sie 
hell auf, erscheinen ebenfalls rundlich, geben aber manchmal einen deut- 


1Kiermayer nannte diese Kopetzkysche Kérperchen. Dieser Terminologie 
konnte ich nicht folgen, da bereits Hirn (1953) mit diesem Terminus etwas 
anderes bezeichnete (vgl. S. 207). 
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lichen Flimmereffekt. Daraus laBt sich vermuten, da nicht alle von ihnen 
kugelige Gestalt besitzen. Die Bewegung scheint aus einer Uberlagerung 


von Strémung und BMB zu bestehen. 
Wenn bei Schidigung die Strémung 
aufhért, bleibt zunichst die BMB 
erhalten, um schlieflich bei vollstin- 
digem Absterben des Plasmas auch 
zu verschwinden. Neben diesen sind 
sehr zahlreiche kleinere, bis zur Sicht- 
barkeitsgrenze reichende Mikrosomen 
vorhanden. Sie sirémen sehr schnell?. 
Uber ihre Gestalt vermag ich mit 
Hilfe der Lichtmikroskopie nichts Ge- 
naueres auszusagen. 

2. Neben diesen Mikrosomen sind 
einige Individuen durch kleine 
Trépfchen im Plasma ausgezeichnet, 
von einer GréBe zwischen 1 und 2u. Sie 
verklumpen auch ab und zu und haben 
eine gréBere optische Dichte als die 
oben beschriebenen Mikrosomen. Sie 
wandern manchmal mit dem Plasma 
mit (Abb. 3 und 5). 

3. AuBerdem werden in zentrifu- 
gierten Objekten hiufig lipoidahn- 
liche Tropfen von verschiedener 
Gréfe (2—7 u) vom Plasma umflossen. 
Wo sie zusammenstofen, platten sie 
sich polygonal ab (Abb. 3, bei b). Sie 
haben einen schwach gelblichgriinen 
Farbton und flieBen nach Absterben 
der Zelle zu grofen, unregelmifig 
geformten und flachig ausgebreiteten 
Gebilden zusammen. 

4. Im Plasma strémen auch ab und 
zu kleine Kristalle, die schon al- 
lein durch ihre regelmafige Ausbildung 
nicht mit anderen Einschliissen zu ver- 
wechseln sind. 

Der Zellsaft enthalt manchmal 
kleine Kérnchen bis Kriimel, die im 
Dunkelfeld hell aufleuchten. Hier 
werden auferdem die Porenapparate 





Abb. 5. 


Abb. 4. Pleurotaenium coronatum 
var. nodulosum, zentrifugiert und ab- 
gestorben: Im zentrifugierten Teil 
liegen lateral Aggregate von Zell- 
inhaltskérpern. die im Dunkelfeld 
hell aufleuchten (a). Die Lipoidtrop- 
fen sind zu unregelmaBigen Gebilden 
zusammengeflossen (b). 
Abb. 5. Pleurotaenium coronatum 
nodulosum, zentrifugiert: a 
i—2.u grof8e lipoidahnliche Plasma- 
einschliisse, b Endvakuole, c losgeris- 
sener Chloroplastenteil. Die Mikro- 
somen Parti- 


var, 


erscheinen als 
kelchen. 


graue 


durch ein schwaches Aufleuchten der Porenkaniale sowie die warzige Ober- 
flache der Zellwand vieler Arten deutlicher sichtbar. 


2 Besonders schén léBt sich die Plasmastrémung und die davon mitgeschlepp- 
ten Mikrosomen an Pleurotaenium trabaecula beobachien. 
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Die Vitalfarbeversuche erinnern in manchem an die Ergebnisse ahn- 
licher Versuche mit der Gattung Tetmemorus. Die vorhin beschriebenen, im 
Dunkelfeld hell aufleuchtenden Mikrosomen erweisen sich auch hier als 
nicht basophil. Zwar hatte ich auch bei diesen Versuchen den Ein- 
druck, als wiirden die Mikrosomen den Farbstoff etwas aufnehmen. Sie 
erscheinen auf jeden Fall etwas deutlicher als vor dem Farbzutritt. Auf 
keinen Fall aber erschienen sie mir deutlich gefarbt, falls es sich iiberhaupt 
um eine echte Fiarbung handelt und nicht nur um eine optische Tauschung 
(vgl. S. 189). Etwas basophiler sind die im Dunkelfeld ebenfalls aufleuchten- 
den kleinen. Trépfchen und Kliimpchen von 1—2 yu. Sie farben sich nur 
schwach an, viel schwacher als die basophilen Einschliisse der Cosmarien und 
Euastren, von denen sie sich auch durch ihre Gréfe und ihr Verhalten im 
Dunkelfeld unterscheiden. 

Bei Versuchen mit Brillantcresy|lblau pH 98 ercheint das Plasma 
in einigen Fallen leicht diffus violett gefarbt. Hiebei handelt es sich wahr- 
scheinlich um eine Anfarbung der dem Plasma auRen anliegenden gallerti- 
gen Ausscheidungen. Diese Diffusfarbung lat sich sehr leicht wieder aus- 
waschen. Es geniigt dazu schon Standortwasser oder Pufferlésung. Etwas 
anders verhalten sich die Zellpole. Dort wird sehr haufig eine violette (posi- 
tiv metachromatische) Farbung (vgl. Kinzel 1958) an der Zellwand und 
den dort vorhandenen gallertigen Ausscheidungen des Plasmas und eine 
orthochromatische, blauliche Diffusfarbung im Plasma festgestellt. Mit 
Neutralrot farbt sich diese Plasmapartie erdbeerrot an. Im Plasma 
selbst erscheinen hier viele sehr kleine, blaue bzw. rote Kérnchen. 

Dieses andere Verhalten des Plasmas an den Polen gegeniiber basischen 
Farbstoffen diirfte auf eine starkere physiologische Beanspruchung durch 
verstarkte Gallertausscheidung an diesen Orten zuriickzufiihren sein. Die 
Zellwande sind an den Polen besonders dick und von starkerer Tinktions- 
kraft. Ebenso farben sich die gallertigen Ausscheidungen des Plasmas an den 
Polen vor und hinter den Poren sehr stark an. Die innerhalb der Zellwand 
dem Plasma anliegenden Ausscheidungen bleiben bei Plasmolyse sehr oft 
am Plasmasaum haften. Die Diffusfarbung des Plasmas am Zellende laRt 
sich erst mit CaCl, ganz verdrangen. Gefarbt aber bleiben die kleinen Kérn- 
chen im Plasma. Auch haftet nach dem Durchsaugen von CaCl, bei man- 
chen Objekten ein schwacher Farbsaum an der Zellwandinnenseite (Abb. 6). 

Nicht unerwahnt lassen méchte ich, da zentrifugierte Objekte viel 
leichter einer Schadigung unterliegen als nicht zentrifugierte. Schon allein 
eine Beobachtungsdauer von nur 10 min bei starker Beleuchtung kann Un- 
regelmafigkeiten in der Plasmastrémung zur Folge haben, Die Strémung 
hért dann bald ganz auf und die Mikrosomen verharren in einer zittrigen 
Bewegung. Es treten dann oft schaumige Strukturen im Plasma auf. An 
Zellen, die sich in diesem Zustand befanden, gelang es mir manchmal, die 
Schadigung reversibel zu machen, indem ich frisches Wasser durchsaugie 
und die Mikroskopbeleuchtung fiir wenige Minuten ausschaltete. Danach 
verlief die Strémung wieder normal und die schaumige Struktur war ver- 
schwunden. An zwei Einzelzellen gelang es mir, diesen Vorgang ein 
zweitesmal zu wiederholen. Weiter fortgeschrittene Schadigungen, wie ich 
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sie im folgenden schildern werde, lieRen sich nicht mehr beheben. Schon 
vor dem Auftreten der schaumigen Struktur zeigen sici an manchen Ob- 
jekten im Plasma blasenférmige bis ovale Gebilde. Sie strémen teilweise 
mit und schliefen in sich zitternde Mikrosomen ein, auch wechseln sie oft 


stindig ihre Form und fiihren hiaufig eine 
rotierende Eigenbewegung aus. Manchmal 
entstehen auch Plasmafahnen, die mit zitt- 
riger Bewegung in die Vakuole hinein- 
reichen. In diesem Zustand hért die Plasma- 
strémung meist schon auf. Schlieflich formt 
sich das Plasma zu _ einer netzartigen 
Struktur und scheint der Zellwand fest 
anzuliegen. Eine Plasmolyse ist nun nicht 
mehr moéglich. Das Plasma stirbt ab. In 
der toten Zelle fliefen die lipoidihnlichen 
Kugeln, welche vom Plasma eingeschlossen 
waren, zu grofen, unregelmifig geformten, 
flichig ausgebreiteten Gebilden zusammen 
(Abb. 4). 

Viel schneller geht die Schidigung an 
vitalgefarbten, zentrifugierten Individuen 
vor sich. Bei Farbung mit Brillantcresylblau 
wird die Plasmastrémung meist schon nach 
dem Zutritt der Farbe sistiert. Neutralrot 
wirkt weniger schidigend. Ahnliche schidi- 
gende Einfliisse des Farbstoffes Brillant- 
cresylblau zeigten sich an zentrifugierten 
Euastren. 


Gattung Cosmarium 


Hirn (1953) entdeckte, daf bei Vitalfiarbe- 
versuchen mit Toluidinblau die Arten Cos- 
marium cucurbita, pyramidatum, globosum 
und palangula den Farbstoff in Form griin- 
blauer Kérnchen im Plasma festhalten. Sie 
vermutet in diesen Koérnchen Gerbstoff- 
kiigelchen. 

Meine eigenen Versuche sollien kliren, 
inwieweit die Speicherstoffe und Speicher- 
orte fiir basische Farbstoffe bei Cosmarium 
von denen bei Tetmemorus granulatus (vgl. 
Cholnoky-H6fler 1950) und anderen 











Abb. 6. Pleurotaenium _tra- 
baecula, zentrifugiert und mit 
Neutralrot gefarbt: Am Zell- 
ende liegen kleine gefarbte 
Kérnchen im Plasma. Sie sind 
in der GréRenordnung der zahl- 
reichen Partikelchen im Plasma, 
die sich nur schwach von ihrer 
Umgebung abheben und keine 
Affinitaét zu basischen Farb- 
stoffen erkennen lassen. Das 
Plasma weist in diesem Teile 
eine schwache Diffusfarbung 
auf. Die Farbkriimel im Zell- 
saft sind in starker BMB. Die 
Mikrosomen bleiben ungefarbt. 


Arten dieser Gattung verschieden sind, und ob es sich bei den mit Toluidin- 
blau griinblau erscheinenden Kérnchen tatsachlich um vorgebildete Plasma- 
einschliisse handle oder ob diese Kérperchen erst wahrend der Farbung ent- 


stehen. 
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Zunachst ergaben zahlreiche Versuche mit Brillantcresylblauw 
pH 8,3 (bei pH 10,1 nur ganz vereinzelt) an Cosmarium pseudopyramida- 
tum violette Kérperchen, die an der Zellwand haften (vgl. auch 
Hirn 1953) und bei Plasmolyse dem sich abhebenden Plasma nicht folgen. 
Diese Gebilde werden von der Plasmastrémung nicht erfaft. Ihre Farbung 
erweist sich bei manchen Exemplaren als mehr oder weniger salzfest und 
laBt sich durch CaCl, nicht auswaschen, wahrend sie bei anderen Exem- 

plaren mit CaCl, leicht auswaschbar ist. Die 
Plasmastrémung wird durch Brillantcresylblau 
meist bald sistiert? (Abb. 7). Farblésungen 
von héherem pH farbenim Plasma vorgebildete 
Kérperchen blau. Sie werden als kugelige 
Gebilde deutlicher sichtbar und folgen der 
Plasmastrémung. Vielfach aber bleiben sie 
auch an unbewegten Plasmaschichten haften 
oder werden nur zeitweise von der Plasma- 
strémung erfaft. Diese Erscheinung konnte 
aber auch schon im _ ungefirbten Zustand 
beobachtet werden. Es muf hier auch erwihnt 
werden, daf ich auch Objekte fand, bei denen 
im gefarbten Zustand die Plasmastrémung 
langere Zeit anhielt. Dieselben blaugriinen 
Koérperchen erhielt ich auch mit Tolu- 
Abb. 7. Cosmarium pseudo- idinblaulésungen pH 10 und 11,1. 
pyramidatum, gefarbt mit Vereinzelte Exemplare zeigten auch deutlich 
Brillantcresylblau (pH8.3) Entmischungskugeln in Teilvakuolen. 


und plasmolysiert mit 0,5 Besonderes eindrucksvoll verlaufen die 

mol TRBZ-Lésung: violette Versuche mit 

Kliimpchen haften an der 
Zellwandinnenseite. 


Neutralrotlésungen in 
Leitungswasser. Die Zellen halten diesem 
Farbstoff lange stand, die Plasmabewegung 
wird beschleunigt und haufig tritt Vakuolen- 
kontraktion ein, so da in einem verhalinismafig breiten Plasmaraum 
auch an unzentrifugierten Objekten die sich anfarbenden und meist schnell 
strémenden basophilen Plasmaeinschliisse gut beobachtet werden kénnen. 
Auerdem bleibt die Zellwand ungefarbt. Die Farbkiigelchen erhalten bei 
langerer Farbedauer einen himbeerroten bis fast violetten Farbton (Abb. 8). 
In Kulturen gelang es gefarbte Exemplare mehr als 30 Tage am Leben zu 
erhalten 4. Immer wieder zeigt sich dieselbe Erscheinung, wie sie schon mit 
anderen Farblésungen gefunden wurde: Die im Hellfeld deutlich sicht- 
baren, ungefahr 0,6 « grofen Einschliisse strémen teilweise lebhaft mit dem 


3 Exemplare, die im unbehandelten Zustand keine Plasmastrémung aufweisen, 
lassen diese nach Brillantcresylblaufarbung nicht eintreten. Dieser Farbstoff regt 
also die Plasmastrémung im Gegensatz zu Neutralrot nicht an. 

4 Nach 30 Tagen wurde der Versuch abgebrochen, da keinerlei Schadigung fest- 
gestellt werden konnte. Die Plasmastrémung verlief wiederum langsam oder war 
fast nicht nachzuweisen. Plasmolyse verlief bei allen Objekten auch noch nach 30 
Tagen normal-konvex. 





Plasmaeinschliisse bei einigen Desmidiaceen-Gattungen 195 


Plasma mit, teilweise aber liegen sie im auRersten Plasmasaum ruhig oder 
in schwach zittriger Bewegung oder werden schlieBlich nur zeitweise von 
der Strémung erfaBt. Sie leuchten, ebenso wie die Einschliisse bei 
Euastren (vgl. S. 199, im Dunkelfeld nicht auf, solange keine 
Farbaufnahme erfolgt. 

Erst nach Bindung des 

Farbstoffes werden sie 

aufgehellt und als deut- 

lich rotgefirbte Kiigel- 

chen sichtbar. Schwach 

aufleuchtende Lipoid- 

trépfchen im Plasma 

fiirben sich mit Neutral- 

rot nicht an. 

Die Vakuolen sind 
oft verschieden stark 
gefarbt. Auch mit Neu- 
tralrot konnte ich an 
Cosmarium  pseudopy- 
ramidatum die Bildung 
von Entmischungskii- 
gelchen nachweisen, die 
in kleinen Teilvakuolen 
liegen und zum Teil von 
der Zellhialfte innerhalb 
einer halben Stunde in 
die andere wandern 
kénnen. Mit Neutralrot 
gefirbte und mit TRBZ 
plasmolysierte Objekte 
zeigten in einzelnen 
Fallen an den Zellpolen ee ee 
Farbspeicherung am Abb. 8. Cosmarium pseudopyramidatum, mit Neu- 
Porenapparat. Dieser tralrot gefarbt: basophile Partikelchen (.Hirnsche 
ist im Dunkelfeld auch Kérperchen*) im strémenden Plasma als_ kleine 
im ungefarbten Zustand Kiigelchen sichtbar. 
deutlich sichtbar. 

Anfarbung vorgebildeter Plasmaeinschliisse mit basischen Farbstoffen 
zeigen die Arten Cosmarium pseudopyramidatum, pyramidatum, globosum 
und palangula (vgl. auch Hirn 1953). Bei der sehr kleinen Art Cosmarium 
asphaerosporum var. stigosum fand ich ebenfalls Kérnchenspeicherung 
nach Neutralrotbehandlung. Wegen der Kleinheit des Objektes war es mir 
nicht méglich, mit Sicherheit festzustellen, ob diese Kérnchen im Plasma 
oder im Zellsaft liegen. 


Es gibt aber eine Gruppe von Cosmarien, die sich anders verhalten (vgl. 
Hirn 1953). Dazu gehért die von mir untersuchte Art Cosmarium tetro- 
phthalmum. Sie zeigt keine Farbspeicherung an Plasmaein- 
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schliissen, sondern nur diffuse Zellsaftfarbung, und zwar mit Brillant- 
cresylblau in violettblauem Farbton. Auferdem farben sich die Poren violett 
an. Das Plasma selbst ist erfiillt von zahlreichen kleinen und kleinsten 
Mikrosomen von etwa 0.64, dieim Dunkelfeld deutlich auf- 
leuchten und in strémender Bewegung sind. Es leuchten bei Dunkelfeld- 
beleuchtung aber auch im Zellsaft kriimelartige in BMB sich befindende 
Teilchen auf. Die hell aufleuchtenden Mikrosomen konnie ich bisher bei 
jenen Arten mit stark basophilen Plasmaeinschliissen nie mit Sicherheit 
nachweisen. 

Verglichen mit den bisher beschriebenen Gattungen laRt sich also ein 
verschiedenes Verhalten beziiglich der Speicherung basischer Farbstoffe im 
Protoplasma_ feststellen. Basische Farbstoffe kraftig speichernde Ein- 
schliisse, wie ich sie bei vielen Cosmarium-Arten gefunden habe, fehlen bei 
allen von mir untersuchten Spezies der Gattung Tetmemorus und Pleuro- 
taenium. Unterschiedlich ist auch ihr Verhalten im Dunkelfeld: Die Mi- 
krosomen von Tetmemorus und Pleurotaenium leuchten auf, wah- 
rend die stark basophilen Einschliisse gewisser Cosmarien dies nicht tun. 
Anders verhilt es sich bei den an der Innenseite der Zellwand am Eintritt 
der Poren liegenden und den Farbstoff im positiv metachromatischen Farb- 
ton speichernden Plasmaausscheidungen. Sie finden sich bei allen diesen 
Gattungen. Ein Unterschied liegt nur darin, da diese gallertigen Aus- 
scheidungen (vgl. K le bs 1886; Héfler-Schindler 1951; Hirn 1953) 
sich bei Tetmemorus und Pleurotaenium sehr leicht auch ohne Anwendung 
von Elektrolyten wieder entfarben lassen, wahrend dies bei Cosmarium 
nicht immer der Fall ist. Hier halt die Farbung oft auch CaCl,-Lésungen 
stand, allerdings nicht in allen Fallen; manchmal gelang es mir, die Farbe 
auch schon mit TRBZ-Lésungen, die ich zum Plasmolysieren verwendete, 
zum Verschwinden zu bringen. 

Besonders auffallig ist es, daB ich die Mikrosomen von Cosmarium 
tetrophthalmum, die sich mit basischen Vitalfarbstoffen nicht anfarben las- 
sen, im Dunkelfeld gleich verhalten wie die von Tetmemorus und Pleuro- 
taenium. 


Gattung Euastrum 


Uber diese Gattung liegen schon mehrere Untersuchungen vor: C ho l- 
noky-Héfler (1950), Héfler (1955, 1957), Kinzel (1952), Hirn 
(1953), Kiermayer (1954) und Huber (1955). Wahrend Kinze 1 (1952) 
und Héfler (1957) die Anfarbbarkeit der Zellwainde untersuchten, wid- 
men die Autoren der anderen obengenannten Arbeiten ihr Augenmerk 
der Speicherkraft der Vakuole. Huber (1955) erwahnt Trépfchenspeiche- 
rung basischer Farbstoffe bei dieser Gattung im Plasma. Hingegen stellt 
Hirn (1953) eine Anfarbung kleiner Kérnchen im Plasma mit Toluidin- 
blau an Euastrum didelta fest. Die Grenze der Anfarbbarkeit findet die 
Autorin bei pH 8,75. 

Da aber alle genannten Autoren die Gattung Euastrum nicht als eigent- 
liches Untersuchungsobjekt gewahlt hatten, sondern einzelne Arten davon 
in den zu untersuchenden Proben vorfanden und nur vergleichend mit 
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anderen Desmidiaceen-Gattungen die Art der Farbspeicherung notierten, 
versuchte ich durch Einzelbeobachtung an verschiedenen Arten dieser Gat- 
tung mit Hilfe der Vitalfarbung und anderer Methoden, die Farbaufnahme 
und die Plasmaeinschliisse genauer zu untersuchen und zu klaren, inwie- 
weit es sich bei den von Hirn (1953) erwahnten gefarbten Kérperchen um 
im Plasma vorgebildete Einschliisse mit besonders starker Tingierbarkeit 
fiir basische Farbstoffe handelt, oder ob 

solche erst wihrend des Eindringens des 

Farbstoffes im Plasma entstehen. 

Zunichst solliten mich einige orientierende 
Versuche mit den Objekten niaher vertraut 
machen. Zu diesem Zweck bediente ich mich 
einer von Héfler und Diskus mit Erfolg 
angewandten Methode, die ich (vgl. S. 188) 
als Kurzfairbemethode bezeichne. Als Farb- 
stoff verwendete ich Neutralrot 1:10.000, 
gelést in Leitungswasser. Ich fand an 
Euastrum didelta dieselbe Erscheinung, wie 
sie Hirn (1953) bereits mit Toluidinblau 
erzielt hatte. Gleiches beobachtete ich auch 
bei Euastrum crassum: zahlreiche kleine 
Farbkérperchen strémen im Plasma. Die 
kleineren bzw. einzelnen Kérnchen bewegen 
sich sehr schnell mit dem Plasma, wihrend Abb. 9. Eurastrum crassum, 
die gréReren Kérnchen oder deren mitunter matt Neutralrot gefarbt, plas- 

: molysiert und wieder deplas- 
zu beobachtenden Aggregate die Bewegung ; é ; 

: ’ : Sih molysiert: Der Chloroplast ist 
oft nur zeitweise mitmachen. Die \ akuolen air noth. tlhwells: aaa 
sind meist diffus, und zwar in der Mitte withe: so. ded cle tt ae 
der Halbzellen etwas stirker gefirbt (vgl.  qiffus gefarbten Vakuole und 
Kiermayer 1954). Vielen Exemplaren der Plasmasaum mit den ge- 
hingegen fehlt die Diffusfarbung der Va-_ farbten Einschliissen deutlich 
kuole. Die Plasmaeinschliisse waren immer sichtbar sind, 
deutlich gefirbt. 

Ein Plasmolyseversuch an Euastrum crassum, den ich nach einer Farbe- 
dauer von einer Stunde mit 0,7 mol TRBZ-Lésung anstellte, verlief beson- 
ders eindrucksvoll (Abb. 9). Die Plasmolyse verlicf normal, das Plasma 
rundete sich konvex ab, die Strémung wurde unterbrochen. Nach vorsich- 
tiger Deplasmolyse wich das Plasma wieder ganz zuriick, blieb aber etwas 
gequollen; die Strémung hatte sich wieder eingestellt, so da® die gefarbten 
Einschliisse besonders schén sichtbar wurden. Der Chloroplast blieb noch 
ganz schwach kontrahiert und lie8® so noch ein kleines Stiick der Vakuole 
an den Zellpolen frei. Somit war die Farbspeicherung im Plasma von der 
in der Vakuole sehr schén auseinanderzuhalten. Das Cytoplasma hob sich 
als weifer Strang mit den gefarbten Einschliissen sehr deutlich von der 
diffus gefarbten Vakuole ab. Erst nach 1% Stunden wurden einzelne Teil- 
vakuolen mit etwas stirkerer Farbspeicherung sichtbar. 


Um die mir gestellten Fragen besser beantworten zu kénnen, war es 
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notwendig, die Objekte zuerst eingehend im ungefarbten Zustand zu unter- 
suchen. Schon die Beobachtung im Hellfeld mit -Olimmersion zeigte 
zahlreiche Plasmaeinschliisse in Strémungsbewegung. Allerdings sind diese 
bei Objekten, die im unbehandelien Zustand keine Plasmastrémung auf- 
weisen, nur sehr schwer auszunehmen. Ob das Plasma strémt oder nicht, 
ist bei der Gattung Euastrum sicherlich nicht von der Spezies abhiangig, 
sondern vom physiologischen Zustand oder der Einwirkung auBerer Reize. 
Ich fand in meinen Proben 
verschiedentlich —Individuen 
derselben Art mit Plasmastré- 
mung und solche, bei denen 
ich im Hellfeld keine Str6mung 
nachweisen konnite. Fiir ge- 
nauere Plasmauntersuchungen 
zentrifugierte ich die Proben 
zuerst 45 min lang bei 
2500 U/min. Die kleineren Ar- 
ten, wie Euastrum sinuosum 
und ansatum, zeigten keine 
Verlagerung der  Chloro- 
plasten. Die gréferen Arten 
hingegen, vor allem Euastrum 
oblongum, aber auch Euastrum 
didelta, crassum und pinnatum, 
hatten deutlich  verlagerte 


Chloroplasten, so daf ein 

Drittel bis zur Halfte, bei weni- 

gen sogar zwei Drittel einer 

Abb. 10. Euastrum affine. zentrifugiert: a baso- Zellhialfte chloroplastenfrei 
phile Partikelchen (.Hirnsche K6rperchen“), war. Die zentrifugierten Ob- 
b Gallertkérperchen, c Lipoidtropfen. 


jekte weisen nun durchwegs 
eine lebhafte Plasmastrémung 
auf mit zahlreichen starker lichtbrechenden Teilchen im Cytoplasina, deren 
Form sich im Hellfeld nicht mit Sicherheit beschreiben laft. Oft hatte ich den 
Eindruck, als ob es sich dabei um kleine Kiigelchen bis scheibenférmige 
Gebilde von 0.5—1.0 (bis 1,6) « handle. Sehr deutlich und in ihrer Form 
scharfer umrissen, erscheinen sie als dunkelgraue bis schwarze Einschliisse 
im Phasenkontrast. Die gréferen unter ihnen (um 1,0 «) zeigen sich 
als deutliche kleine Kiigelchen. Manchmal glaubte ich solche mit ovaler Form 
darunter zu erkennen. Daneben finden sich Partikelchen in allen GréRen- 
ordnungen bis zur Sichtbarkeitsgrenze. 

In wenigen Fallen enthalt das Plasma stark lichtbrechende, kreisrunde 
Gebilde von 1.6 bis mehreren Mikron Groéfe. Hiebei diirfte es sich um 
Lipoidtrépfchen handeln. Sie platien sich, wenn sie in Gruppen beisammen 
liegen, polygonal ab. Die gréferen Lipoidtrépfchen liegen meistens im 
Zellsaft. Die Vakuole vieler zentrifugierter Euastren enthalt auferdem 
kleine ovale bis kriimelartige Kérperchen mit starker BMB. Sie farben sich 
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mit basischen Farbstoffen nicht an und leuchten im Dunkelfeld hell auf. 
Dadurch sind sie sehr leicht von den Plasmaeinschliissen zu unterscheiden 
(Abb. 10). 

Besonders aufschlufreich waren die Untersuchungen im Dunkelf eld. 
Hiebei gelingt es, allein durch die andere Beleuchtungstechnik die ver- 
schiedene Natur der oben beschriebenen Plasmaeinschliisse dieser Algen- 
gattung gegeniiber anderen Algengattungen, wie etwa Tetmemorus, Pleuro- 
taenium, Micrasterias u. a., sehr anschaulich zu zeigen. Wahrend die Mikro- 
somen der letzteren im Dunkelfeld hell aufleuchten, ergibt sich bei den von 
mir untersuchien Euastren ein véllig anderes Bild. Das Plasma erscheint bei 
den von mir untersuchten Euastren optisch nahezu leer. Nur ganz schwach, 
aber dennoch deutlich genug, um eine optische Tauschung auszuschlieBen, 
lassen sich im Plasma sehr kleine Kiigelchen erkennen. Ihre Umrisse werden 
nur ganz schwach durch eine leichte Licht-Schatten-Wirkung sichtbar. Be- 
sonders deutlich wird der Unterschied gegeniiber den vorher besprochenen 
Piasmaeinschliissen der Arten Pleurotaenium und Tetmemorus, wenn in 
einem Praparat neben einem Euastrum z. B. ein Pleurotaenium trabaecula 
zu liegen kommt, so daf bei Dunkelfeldbeleuchtung die beiden Gattungen 
nebeneinander verglichen werden kénnen: Dem optisch fast leeren Plasma 
der Euastren mit ihren nur schwach erkennbaren, manchmal wie kleine 
Blaschen aussehenden Einschliissen steht das durch zahllose kleine und 
kleinste Mikrosomen aufgehellte Plasma von Pl. trabaecula gegeniiber. 
Eigenartig ist das Verhalten der Plasmaeinschliisse der Euastren im Dunkel- 
feld wahrend der Farbung mit Neutralrot. Sie nehmen, wie noch spater 
zu zeigen, die basischen Farbstoffe begierig auf und hellen dabei im Dun- 
kelfeld auf, so daB sie im gefarbten Zustand deutlich sichtbar werden. Nun 
zeigen sie sich als 0,6 u (0.4—1,0, ausnahmsweise 1,6 «) grofe, kreisrunde 
Korperchen, die von der Plasmastrémung mitgenommen werden und manch- 
mal ganz nahe der Zellwand verharren. 

Nach diesen Voruntersuchungen schritt ich wieder zur Vitalfarbung, 
wobei ich zum gréRten Teil zentrifugiertes Material verwendete, um die 
Plasmaeinsdhliisse besser beobachten zu kénnen. Nur zu Vergleichszwecken 
dienten mir auch immer wieder Euastren im natiirlichen Zustand. Haufig 
untersuchte ich dasselbe Objekt zuerst im Hellfeld, danach im Phasenkon- 
trast und im Dunkelfeld, wobei ich in kurzen Abstanden immer wieder 
frisches Standortwasser durchsaugte, um Veranderungen durch eventuell 
eintretenden Sauerstoffmangel oder Erwarmung des Praparates auszu- 
schlieBen. Selbstverstandlich bediente ich mich aller schon vorher beschrie- 
benen Methoden, um die Farbspeicherung von allem Anfang an bei ver- 
schiedenen Beleuchtungsverhalinissen verfolgen und vor allem feststellen 
zu kénnen, ob es wirklich die schon im Plasma vorgebildeten Einschliisse 
sind, welche den Farbstoff speichern, oder ob es sich dabei nicht etwa um 
Entmischungskérperchen handle, die erst wahrend der Farbaufnahme ent- 
stehen. Als Objekte standen mir Euastrum didelta, oblongum, insigne, af- 
fine, ansatum, crassum, pinnatum, sinuosum, binale und dubium sowie ver- 
einzelt quadrispinum zur Verfiigung. Die verwendeten Farbstoffe waren 
Neutralrot 1: 10.000, gelést in Leitungswasser, und Brillanicresylblau 
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1: 10.000, pH 9,8. Die Farblésungen enthielten also genug permeierfahige 
Farbbasenmolekiile. 

Zunachst stellte ich fest, dak es auch unter den Euastren 
zweierleiGruppenvon Arten gibt: solche, die den Farbstoff nur 
in den Vakuolen speichern, und andere, die auch im Plasma Speicherstoffe 
besitzen. Diese sind weitaus in der Uberzahl. Hirn (1953) fand fiir Des- 
midiaceen ganz allgemein zwei Gruppen, die sich durch die obengenannten 
Eigenschaften unterscheiden. Von den Euastren gehéren zur ersten Gruppe 
Euastrum binale (vgl. Cholnoky-H6fler 1950) sowie Euastrum du- 
bium und quadrispinum, wie meine eigenen Versuche ergaben. Bei allen 
anderen von mir untersuchten Euastren verlief die Farbspeicherung kleiner 
Plasmaeinschliisse gleich eindrucksvoll: Neben einer schwachen Diffusfar- 
bung der Zellwand, die auch haufig ganz unterbleibt, erscheint gleich nach 
dem Durchsaugen der Farblésung unter dem Deckglas eine erdbeerroie 
Diffusfarbung des Plasmas. Schon wenige Sekunden darauf zeigen sich im 
Plasma zahlreiche gefarbte Kérperchen. Daf es sich dabei um die 
vorgebildeten Plasmaeinschliisse handelt, konnte ich erst nach zahlreichen 
Einzeluntersuchungen, wie ich sie bereits beschrieben habe, erkennen. Eine 
Schwierigkeit im Erkennen dieses Vorganges liegt darin, daft die Ein- 
schliisse sehr klein und in schneller Bewegung sind, und da sie die Farbe 
sehr schnell aufnehmen. Trotzdem ist es méglich, eine direkte Anfarbung 
dieser Teilchen unter dem Mikroskop nachzuweisen. Ich saugte zu diesem 
Zweck anfangs nur ganz wenig Farbstoff durch, was zu nur ganz schwacher 
Farbspeicherung fiihrte. Es lat sich dann deutlich sehen, da die schon 
vorher beobachteten Plasmaeinschliisse nun ganz leicht gefarbt erscheinen. 
Erhartet wird diese Aussage dadurch, daf zu diesem Zeitpunkt keine 
irgendwie andersgearteten, ungefarbten Einschliisse gleicher Gréfenord- 
nung im Plasma nachzuweisen sind, was hier aber durchaus noch méglich 
sein miiBte, wenn solche vorhanden waren. Laft man mehr Farbstoff hinzu- 
treten, dann werden. die gefarbten K6rperchen immer deutlicher im ent- 
sprechenden Farbton sichtbar. Im Phasenkontrast laBt sich keine Anderung 
im Plasma bei Zutritt der Farbe feststellen. Die vorher deutlich sichtbaren, 
schwarzen Einschliisse verandern sich nicht, ihre Zahl bleibt gleich, soweit 
dies bei im Plasma strémenden, kleinen Teilchen gesagt werden kann. Dies 
spricht also wiederum dafiir, da durch den Zutritt der Farbe keine neuen 
Farbkiigelchen entstehen. Umschalten auf Hellfeld zeigt dann deutlich, dal 
die Plasmaeinschliisse die Farbe kraftig gespeichert haben. Die gefarbten 
KG6rperchen zeigen dieselben GréSenunterschiede, wie sie bei Hellfeldunter- 
suchungen festgestellt wurden. Sie strémen teils schnell im Plasma mit oder 
haften eine Zeitlang unbewegten Plasmaschichten an, um dann wiederum 
vom bewegien Plasma mitgerissen zu werden. Wenige solcher Kérperchen 
scheinen fast standig am selben Platz zu verharren, sie sind dann ganz in 
Ruhe oder fiihren eine schwach zittrige Bewegung aus. Diese hier zuletzi 
beschriebenen Erscheinungen kénnen aber auch im Hellfeld an frischen, 
ungefarbten Individuen becbachtet werden, ebenso, daB sie manchmal zu 
kleinen Aggregaten verklumpt erscheinen. Die Farbintensitat nimmt im 
Verlaufe der Farbung rasch zu, und die Kérperchen werden haufig etwas 
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groBRer. SchlieBlich hért die Plasmastrémung auf. Allerdings besteht dabei 
ein Unterschied zwischen mit Neutralrot gefarbten Objekten und solchen, 
die mit Brillantcresylblau gefarbt werden. Brillantcresylblau sistiert an 
zentrifugierten Individuen die Plasmabewegung meist schon nach 10 min. 
Ich konnte aber auch vereinzelt beobachten, daf Plasmastrémung noch 
eine Stunde nach Beginn der Fiirbung erhalten 

blieb. Dies waren allerdings Ausnahmen. Neu- 

tralrot wirkt weitaus weniger schidigend; die 

Plasmastrémung bleibt durchweg linger als 

eine Stunde nach intensiver Anfairbung der 

Plasmaeinschliisse aufrecht. Nicht zentrifugierte 

Objekte sind gegen die schadigende Einwir- 

kung des Farbstoffes viel weniger empfindlich. 

Neutralrotgefarbte Euastren erhalten sich auch 

mehrere Tage bis zu einem Monat in Kultur, 

ohne daft irgendwelche Schidigung erkennbar 

wire. Die Farbintensitat der strémenden Teil- 

chen wird dabei etwas schwicher. Die ver- 

klumpten Farbkérperchen verlieren die Be- 

wegung zuerst und liegen dann ruhig am 

Aufensaum des Protoplasmas (Abb. 11). 

Die elektroadsorptive Farbung der Zell- 
wand lift sich, wie zu erwarten, mit CaCl, 
auswaschen, nicht aber die Farbung der 
Kérnchen, auch nicht nach Ausquetschen des 
Zellinhaltes. Bei einigen zentrifugierten Ob- 
jekten erscheinen nach 5 bis 10 min Farbedauer 
rote bzw. blaue Farbkriimel im Zellsaft. Sie Abb. 11. Euastrum oblon- 
zeigen lebhafte BMB und haften gerne am 84” zentrifugiert und mit 
Tonoplasten an. Bei zentrifugiertem Euastrum reetonlaat eee: ation 
oblongum sah ich manchmal im Verlaufe der ~ hak eee ie 
: pics 3 . : angefarbte Partikelchen 
Firbung im Zellsaft auferdem unregelmafig (.Hirnsche  Karperchen*): 
geformte, runde bis traubige, schwach ange- dieselben verklumpt und 
fairbte Stoffe. Die schon eingangs erwihnten jn Ruhe: c unregelmafig 
kleinen, meist ovalen Zellsafteinschliisse vieler geformte, schwach ange- 
Euastren firben sich jedoch niemals an. _ farbte Gebilde im Zellsaft. 
Die Vakuolen selbst speichern den Farbstoff 
entweder diffus oder iiberhaupt nicht. Oft erscheinen nach langerer Farbe- 
dauer auch viele kleinere Vakuolen, wie ich dies z. B. bei Euastrum insigne 
vorfand (vgl. auch Cholnoky-H6fler 1950, S, 151). 

Ich stellte also bei Euastrum im allgemeinen dasselbe Verhalten gegen- 
iiber basischen Farbstoffen fest, wie dies die Gattung Cosmarium bei vielen 
ihrer Vertreter aufweist, und es ist durchaus wahrscheinlich, da es sich 
dabei um Plasmaeinschliisse von gleicher stofflicher Zusammensetzung han- 
delt, die hier wie dort die Fahigkeit besitzen, basische Farbstoffe kraftig 
zu speichern, und die durch ein verschiedenes optisches Verhalien gegen- 
iiber den Mikrosomen anderer Desmidiaceen ausgezeichnet sind. Eine 

Protoplasma, Bd. LII/2 14 
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weitere Art von Mikrosomen, wie sie etwa Pleurotaenium trabaecula be- 
sitzt, diirfte vielen Arten der Gattung Euastrum fehlen: zumindest war es 
mir nicht méglich, sie bei jenen Arten, die durch basophile Plasmaein- 
schliisse ausgezeichnet sind, nachzuweisen. Im Hellfeld kann eine Unter- 
scheidung der beiden Arten von Plasmaeinschliissen nicht mit Sicherheit 
getroffen werden. 


Gattung Penium 


In der Literatur finden sich bisher nur vereinzelt Angaben iiber Vital- 
farbung an Penien wie etwa bei Hirn (1953). Sie beobachtet bei Fiarbe- 
versuchen mit Toluidinblau (pH 11,0) an Penium polymorphum violette 
Zellsaftfarbung und violette Entmischungskérnchen. Diesetbe Art erwahnt 
Hoéfler (1957) im seiner Arbeit tiber Thioninfarbbarkeit der Zellmembra- 
nen von Siiffwasseralgen, worin er zeigt, daff die Zellwand von Penium 
polymorphum den Farbstoff in lila Farbton speichert. Eine weitere Erwah- 
nung findet ein Vertreter dieser Gattung bei Kiermayer (1954). Er 
untersuchte Pleurctaenium minutum (= Penium minutum) mit dem Farb- 
stoff Brillantcresylblau (pH 8,4, 1 : 5000) und entdeckte dabei, daf diese 
Art aufer den Endvakuolen in jeder Zellhalfte oberhalb des Chloroplasten 
noch je ,eine grofe, mit einer Unzahl Kopetzkyscher Koérperchen“ (vgl. 
FuBnote S. 190) erfiillte Vakuole besitzt, die den Farbstoff in violettem 
Farbton speichert, wahrend der iibrige Zellsaft hellblaue Diffusfarbung 
auf weist. 

Zu meinen Versuchen standen mir die Arten Penium minutum, adelo- 
chondrum, cucurbitinum, cylindrus und polymorphum zu Verfiigung. Die 
systematische Stellung der beiden erstgenannten wird von den einzelnen 
Autoren verschieden aufgefaBt. Penium minutum (nach West I, S. 103) 
ist nach Krieger Pleurotaenium minutum (Rabenhorst III, S. 390). 
Ebenso wird die zweite Art einmal als Penium adelochondrum (W est I, 
S. 93), ein anderes Mal als Cosmarium adelochondrium (West V, S. 267) 
bezeichnet. Es war fiir mich nun interessant zu beobachten, da sich diese 
beiden Arten im Vitalfarbeversuch ganz verschieden verhielten, 

Penium minutum, das ich in Proben aus der Ramsau vorfand, unter- 
suchte ich im November 1958 und im April 1959. Als Farbstoff verwendete 
ich Brillantcresylblau 1 : 10.000 pH 9,8, das ich unter dem Deckglas durch- 
saugte oder zu Kurzfarbungen im Farbbad beniitzte. Die Zellwand wird 
entweder ganz schwach tingiert oder sie zeigt keine Adsorption des Farb- 
stoffes. Im Plasma farben sich kleine, nicht sehr zahlreich vorhandene, pra- 
formierte Einschliisse von etwa 1 « Grofe von kreisrunder Form schwach 
blau an. Obschon die Farbung nur ganz schwach ist und nur bei genauer 
Beobachtung erkennbar wird, muf doch von einer Farbspeicherung gespro- 
chen werden. Sie strémen ruhig mit dem Plasma mit. Im ungefarbten Zu- 
stand werden diese Mikrosomen als graue Kiigelchen sichtbar. Durch die 
Fahigkeit der Farbspeicherung zeigen sie einen deutlichen Unterschied 
gegeniiber den Mikrosomen der von mir untersuchten Arten der Gattung 
Pleurotaenium, welche die basischen Farbstoffe nicht oder nur so schwach 
zu speichern vermochten, daf nicht mit Sicherheit von einer Anfarbung ge- 
sprochen werden konnte. Aber auch gegeniiber den Plasmaeinschliissen 
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verschiedener Cosmarien und Euastren ist ein merklicher Unterschied in 
der Intensitaét der Farbspeicherung zu erkennen. Diese speichern die basi- 
schen Farbstoffe gierig und sehr intensiv. Penium minutum hingegen zeigt, 
wie erwahnt, nur eine ganz schwache Farbspeicherung in den Mikrosomen. 

Neben der Mikro- 
somenfarbung zeigen 
auch manche Zellen 
eine deutliche Spei- 
cherung der Farbstoffe 
im Zellsaft. An einem 
Objekt, dessen eine 
Zellhalfte noch nicht 
ganz ausgewachsen 
war, konnte eine Farb- 
aufnahme durch Plas- 
maeinschliisse nicht 
mit Sicherheit nach- 
gewiesen werden, ob- 
schon ich manchmal 
den Eindruck hatte, 
als seien kleine, runde 
Gebilde im Plasma ge- 
farbt. Hingegen farbte 
sich der Zellsaft wie 
iiblich diffus an, und 
zwar aufgeteilt auf 
mehrereTeilvakuolen. 

Plasmolyse dieses Ob- 

jektes mit 0,5 mol 

TRBZ zeigte anschau- 

lich die verschiedene 

Viskositiat in der jun- 

gen und alten Zell- 

halfte. Wihrend die Abb. 12. Penium cucurbitinum, gefarbt mit Neutral- 
junge Zellhalfte star- rot: Starke Farbspeicherung an den Membranstruk- 
ke Konkavplasmolyse turen. 

aufwies, hob sich der 

Protoplast an der alten Zellhalfte nur an wenigen Stellen ganz leicht von 
der Zellwand ab. 

Die zweite Art, Penium adelochondrum, fand ich in den Proben nur sehr 
selten vor, weshalb es mir nicht méglich war, eingehendere Untersuchungen 
vorzunehmen. Es zeigten jedoch schon die wenigen Vitalfarbeversuche ein 
einheitliches, immer wiederkehrendes Bild. So erscheinen bei Brillantcresy]- 
blaufarbungen (1: 10.000, pH 10,7), iiber die ganze Zelle verteilt, kleine, 
blaugefarbte Kiigelchen im Plasma. Sie sind aber stets in Ruhe zum Unter- 
schied von den bei Cosmarium pyramidatum und anderen (zu dessen Gat- 
tung Penium adelochondrium mitunter gestellt wird) beobachteten prafor- 


14* 
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mierten Plasmaeinschliissen. Bei Toluidinblaufarbungen erscheinen diese 
Kiigelchen in violettem Farbton. Auch darin zeigt sich wiederum ein wesent- 
licher Unterschied zur Gattung Cosmarium, wo solche Kiigelchen griinblau 
getént sind. [hre Lage im Plasma wird durch Plasmolyse sehr anschaulich 
dargestellt. 

Ganz anders wiederum verhalt sich Penium cucurbitinum. Diese 
Alge traf ich sehr haufig in meinen Proben vom Egelsee an, Sie zeigt sowohl 
mit Neutralrot (1 : 10.000, gelést in Leitungswasser) als auch mit Brillant- 
cresylblau eine deutliche diffuse Zellwandfarbung und eine starke Tinktion 
der Membranstrukturen in Form von zahlreichen kleinen, in engen Reihen 
stehenden Warzen. Nur in der Zellmitte ist ein Streifen quer zur Langs- 
achse der Zelle strukturlos und daher als schmales diffus gefarbtes Band 
auszunehmen. Die sehr intensive Farbspeicherung der Zellwandstrukturen 
laBt sich oft nicht einmal mehr mit CaCls-Lésungen auswaschen. In man- 
chen Fallen gelingt die Entfarbung durch Adsorptionsverdrangung (Ki n- 
zel 1953) leicht (vgl. Abb. 12). Eine eventuelle Speicherung an den Mikro- 
somen im Plasma konnte ich wegen der intensiven Zellwandfarbung nicht 
feststellen. Daneben vermag die Zelle den Farbstoff auch in der Vakuole zu 
speichern, was allerdings nur sehr schwach auszunehmen ist. Die Spei- 
cherung im Zellsaft ist diffus. 

Dieser Art sieht das etwas kleinere Penium cylindris sehr ahnlich, wel- 
ches aber nur viel schwachere Tinktion der Zellwand aufweist. Eine deut- 
liche Anfarbung der Zellwandstruktur lat sich auch bei Penium polymor- 
phum mit Brillantcresylblau pH 10,7 erreichen. 

Es sind also innerhalb der Gattung Penium auch in zellphysiologischer 
Hinsicht bemerkenswerte Unterschiede festzustellen. 


Diskussion 


Wie meine Untersuchungen gezeigt haben, gibt es innerhalb der Familie 
der Desmidiaceen zweierlei Plasmaeinschliisse, die in einem 
Individuum nicht nebeneinander vorzukommen scheinen: einerseits st ark 
basophile, im Dunkelfeld nicht aufleuchtende, anderseits schwach 
basophile, im Dunkelfeld hell aufleuchtende Teilchen. Die erste Art der 
Partikelchen beschrankt sich nach den bisherigen Ergebnissen auf zwei 
Gattungen innerhalb der Familie der Desmidiaceen, namlich auf die Gat- 
tungen Cosmarium und Euastrum. Aber es besitzen keineswegs alle Arten 
dieser Gattungen jene stark basophilen Mikrosomen*® (vgl. auch Hirn 
1953). Die zweite Art der Mikrosomen wurde von mir an den Gattungen 
Tetmemorus und Pleurotaenium festgestellt, sowie an CoSmarium tetro- 
phthalmum. Diese Mikrosomen sind weit weniger basophil (vgl. aber auch 
Cholnoky-H6fler 1950). 

Es drangt sich nun die Frage auf: Inwieweit lassen sich diese Mikro- 
somen mit den schon bekannten Plasmaeinschliissen homologisieren? 


5 Der Begriff .Mikrosomen* wird hier in seiner urspriinglichen Bedeutung im 
Sinne von .Kleinkérperchen* (Hanstein 1880, vgl. auch Héfler 1957) ange- 
wendet. 
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Die stark basophilen Mikrosomen sind nicht etwa kleine Vaku- 
olen, wie es manchmal bei Dunkelfeldbeobachtungen den Anschein haben 
kénnte und wie solche in der Literatur anderwarts beschrieben werden. 
Dagegen spricht, daf sie selbst dann noch bestehen bleiben, wenn das 
Plasma ausgequetscht und mit CaCle behandelt wird. Vakuolen kénnten 
einem solchen Experiment wohl kaum standhalten. Ebenso ist es unwahr- 
scheinlich, da sie Lipoidtrépfchen sind, wie sie ebenfalls im Plasma vor- 
kommen kénnen (Perner 1953, 1958; Gutz 1956, Sitte 1958 u. a.). Ich 
konnte niemals ein ZusammenflieRen derselben beobachten, was aber fiir 
Lipoidtropfen charakteristisch ist. Auferdem spricht ihr anderes Verhalten 
im Dunkelfeld dagegen, ganz abgesehen davon, daf Lipoidtropfen basische 
Farbstoffe niemals in gleicheem Mafe zu speichern vermégen. Viel schwieri- 
ger fallt ein Vergleich mit den Chondriosomen (Mitochondrien) und 
Sphirosomen. 

Das Vorhandensein von Chondriosomen und Spharosomen wird in der 
Literatur fiir alle Pflanzen einschlieBlich der Algen generell angenommen 
(Geitler 1937; Steffen 1955; Perner 1958). Komplizierter liegen die 
Verhaltnisse bei Pilzen und Bakterien (Steffen 1955; Bautz 1955 und 
1956; Gutz 1956). 

Die Chondriosomen sind stabchenférmig, oval bis fast kugelig, labil, 
wenn fadenférmig, dann flexibel (vgl. Geitler 1937 und 1955; Perner 
1952, 1953 und 1958: Strugger 1950, 1951, 1954: Steffen 1955; Sitte 
1958 u. a.) oder teilweise perlschnurartig (Kiister 1956), was aber als 
Artefakt anzusehen ist (Geitler 1956). Sie haben keine Eigenbeweglich- 
keit (Perner 1958) und werden von der Plasmastrémung ,.diskontinuier- 
lich“ mitgenommen (Steffen 1953 und 1955; vgl. auch Perner 1952a). 
Im Hellfeld sind sie schwach lichtbrechend und leuchten im Dunkelfeld 
nur schwach auf. Sie zeigen im Lichtmikroskop homogene Struktur (S t e f- 
fen 1955) und sind mattgrau im Phasenkontrast (Steffen 1955; Per- 
ner 1958). Die GréRenangaben fiir verschiedene Pflanzen schwanken zwi- 
schen 0,3 und 1,2 u (Sitte 1957), 04 und 1,6u (Steffen 1955), 0,5 und 
10u (Kiister 1956) und bis zu 10 « Lange bei 0,5 1 Durchmesser (Geit- 
ler 1937). 

Als Sphiarosomen bezeichnet man heute nach einem Vorschlag Pe rners 
(1952 und 1953) in Anlehnung an A. P. Dangeard (1919) stark licht- 
brechende, kugelige Teilchen im Plasma, die im Dunkelfeld hell aufleuchten 
und im Phasenkontrast tiefschwarz erscheinen (Perner 1953 und 1958). 
Ihre GréRe wird mit 0,7—0,8 (0,6—1,0 uw) angegeben (K iiste r 1956; Pe r- 
ner 1958). Sie werden nicht wie Reservestoffe bei schlechter Ernahrung 
resorbiert und flieBen im Verlaufe der Strémung nicht zusammen, wie dies 
bei den im Dunkelfeld ebenfalls hell aufleuchtenden Lipoidtropfen der 
Fall ist (Steffen 1955). 

Vergleicht man nun diese besprochenen Kleinkérperchen héherer Pflan- 
zen mit den basophilen Einschliissen verschiedener Cosmarien und Euastren, 
so kann man feststellen, da diese basophilen Partikelchen in ihrer GroRe 
(0,5—1,0, in seltenen Fallen bis 1,6 4) sowie ihrer Form (kugelig) und durch 
ihr schwarzes Aussehen im Phasenkontrast den Spharosomen ahnlich sind. 
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Perner (1958, S. 17) schreibt, daf& sich diese im Verlaufe der Strémung 
oft aneinander lagern kénnen. Dies wurde auch von mir an den basophilen 
Mikrosomen der Desmidiaceen beobachtet. Ihr Verhalten im Dunkelfeld 
(nicht leuchtend) ahnelt aber eher dem der Chondriosomen. Hingegen wer- 
den sie im Hellfeld schon bei geéffneter Blende deutlich sichtbar, was bei 
den Chondriosomen bekanntlich nicht der Fall ist. Der stark basophile 
Charakter ist aber weder den Spharosomen noch den Chondriosomen eigen. 

Diese basophilen Plasmaeinschliisse besitzen also sowohl Eigenschaften 
der Spharosomen als solche der Chondriosomen héherer Pflanzen. Daneben 
aber haben sie noch eine Eigenschaft, die keinem dieser beiden Plasmaein- 
schliissen zukommt, namlich die starke Affinitaét zu basischen Vitalfarb- 
stoffen (vgl. die entsprechenden Befunde von Gutz 1956 fiir die Granula 
von Pilzzellen). 

In welcher Beziehung stehen sie nun zu den bisher bekannten Plasma- 
einchliissen der Algen? Chadefaud (1932 und 1936) untersuchte die 
Chlorophyceen. Er findet bei Tribonema .kleine Scheibchen und Kiigel- 
chen* und bei Oedogonium, Ulva, Enteromor pha, Stigeoclonium und Chaeto- 
phora fadenférmige, oft netzartig verzweigte Chondriosomen (zit. nach 
Kiister 1956). Die Diatomee Pinnularia nobilis wurde von Geitler 
(1937) untersucht. Er stellte bei dieser Art Chondriosomen von sehr langer, 
gerader oder seltener von gebogener, fadenférmiger Gestalt fest. Sie sind 
schlanker als die von Dangeard (1931) untersuchten Chondriosomen von 
Licmophora, Fragilaria und Melosira. Ich selbst konnte an einer kleinen, 
kugelformigen Chlorophycee, die nicht bestimmbar war, kleine, stabchen- 
formige, mit basischen Farbstoffen stark farbbare Plasmaeinsdhliisse fest- 
stellen. 

Ein Vergleich der von mir untersuchten Mikrosomen mit den kleinen 
.ocheibchen und Kiigelchen* von Tribonema ist mir nicht moéglich, da mir 
nahere Angaben dariiber fehlen. Fadenférmige oder netzférmig verzweigie 
Chondriosomen, wie sie ebenfalls von den obengenannten Autoren beschrie- 
ben werden, konnte ich an den von mir untersuchten Arten nicht feststellen. 

Noch nicht vollig geklart sind die Verhaltnisse bei den Zygnemales: 
Kleine, blaschenférmige Einschliisse zeigen die Familien Zygnema und 
Mougeotia. Diese Einschliisse sind etwa 0,7—1.0 (bis 1,5 u) gro® (Kinzel 
1959) und werden meist als ..Gerbstoffblischen“ bezeichnet (K iister 1956, 
S. 535). Sie befinden sich in BMB und werden vom Plasmastrom nicht er- 
faft. Nur einige bewegen sich zeitweise ein Stiick mit dem Plasma. Neben 
diesen ..Gerbstoffblaschen* enthalt das Plasma dieser beiden Arten winzige 
Partikel, die nach Kinzel an der Auflésungsgrenze des Lichtmikroskopes 
(etwa 0,2 u) liegen und im Dunkelfeld nur schwach aufleuchten. Ahnliche 
Finschliisse, nur etwas gréRer (0,3—0,6 uv), enthalt das Plasma von Spiro- 
gyra (Czurda 1937, S. 39; Kinzel 1959). Auch sie leuchten im Dunkel- 
feld nur schwach auf. Inwieweit eine Verwandtschaft dieser Plasmaein- 
schliisse der Zynemales untereinander besteht, ist noch nicht geklart: es 
steht nur fest, da sich die ..Gerbstoffblaschen* mit basischen Farbstoffen 
stark anfarben. Ein Vergleich mit den basophilen Mikrosomen der Cos- 
marien und Euastren wird hier wohl erst nach noch weiteren Untersuchun- 
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gen moglich sein. Ebenso unsicher ist zur Zeit noch die Beziehung dieser 
basophilen Partikelchen der Desmidiaceen mit den von Kopetzky- 
Rechtperg (1949) zuerst beschriebenen Kiigelchen an Cylindrocystis 
Brebissonii, die die basischen Farbstoffe ebenfalls intensiv speichern. Sie 
werden von Hirn (1953) als ,Kopetzkysche Kiigelchen” bezeichnet. Eine 
Verwandischaft der Gerbstoffblaschen der Zynemales mit den Kopetzky- 
schen Kiigelchen wird von Kopetzky-Rechtperg und Hirn ange- 
nommen. Hirn vergleicht auch die Kopetzkyschen Kiigelchen mit den baso- 
philen Mikrosomen der Desmidiaceen. Ahnlich ist das Verhalten im Dun- 
kelfeld und die erwahnte starke Speicherfahigkeit basischer Farbstoffe. Die 
Kopetzkyschen Kiigelchen sind aber durchweg gréfer (1,0—1,8 w). Sollten 
weitere Versuche ergeben, dafi die Kiigelchen von Cylindrocystis Brebissonii 
homolog sind mit den basophilen Mikrosomen der Cosmarien und Euastren, 
dann ware der Name ,,.Kopetzkysche Kiigelchen* wohl auch auf diese an- 
zuwenden, anderenfalls aber schlage ich vor, hier nach Héflers Anre- 
gung besser den Ausdruck ,Hirnsche Kiérperchen* zu gebrauchen, 
da sie an den Desmidiaceen von Hirn (1952) erstmals beschrieben wurden. 

Eine Verwandtschaft dieser Hirnschen Kérperchen zu den von 
Kopetzky-Rechtperg (1954, S. 325) an Netrium digitus niaher 
untersuchten 0,5—1 4 grofen, ,,trépfchenférmigen* Einschliissen besteht 
wohl kaum, da diese nicht imstande sind, basische Farbstoffe zu speichern. 
Darauf will ich in einer weiteren Arbeit zuriickkkommen. 

Eindeutiger liegen die Verhaltnisse bei der zweiten von mir untersuch- 
ten Art von Mikrosomen der Desmidiaceen. Sie zeigen sowohl in ihrer 
GréRe (0,6—0,8 u) als auch in ihrem Verhalten im Hellfeld, Dunkelfeld 
und Phasenkontrast viel Ahnlichkeit mit den Spharosomen der héheren 
Pflanzen. Eine Unstimmigkeit ergibt sich indes beziiglich ihrer Form, da 
sie, wie ich ausfiihrte, nicht immer kugelig zu sein scheinen. Ihr Verhalten 
gegeniiber basischen Vitalfarbstoffen stimmt nach meinen Versuchen mit 
dem der bisher bekannten Sphiarosomen iiberein. 

Von diesen bisher behandelten, stets im Plasma liegenden Einschliissen 
streng zu trennen sind die Gallertkérperchen (Kopetzky- 
Rechtperg 1931, 1949 und 1954). Sie werden in alteren Arbeiten ,,Zer- 
setzungskérperchen* (Nageli 1949, de Bary 1958 u.a.) und von Kier- 
mayer (1954, S. 194) falschlich Kopetzkysche Kérperchen genannt. Sie lie- 
gen stets im Zellsaft und sind haufig braun gefarbt, zeigen BMB oder lie- 
gen, wenn sie gréRere Klumpen darstellen, zwischen den Chloroplasten 
~eingeklemmt* in Ruhe. Mit basischen Farbstoffen farben sie sich nicht oder 
nur sehr schwach an (Kopetzky-Rechtperg 1931 und 1954). Diese 
Einschliisse kommen bei den Desmidiaceen haufig in Mengen vor. 


Zusammenfassung 
Innerhalb der Familie der Desmidiaceen lassen sich verschiedene 
Plasmaeinschliisse nachweisen: 
a) Stark basophile Einschliisse, fiir die ich vorlaufig den 
Namen Hirnsche Kérperchen vorschlagen méchte. Sie wurden von 





208 G. Kramer 


Hirn (1953) erstmals beschrieben, sind kugelig, zwischen 0,5 und 1,0 (1,6 «) 
groR, leuchten im Dunkelfeld nicht auf und erscheinen im Phasenkontrast 
dunkelgrau bis schwarz. Diese Hirnschen Kérperchen weisen teils Eigen- 
schaften der Sphiarosomen, teils solche der Chondriosomen héherer Pflan- 
zen auf, sie sind aber durch ihre starke Affinitaét zu basischen Farbstoffen 
von beiden deutlich unterschieden. Bisher wurden sie an vielen Arten der 
Gattungen Cosmarium und Euastrum nachgewiesen. Sie zeigen eine ge- 
wisse Beziehung zu den ,,Gerbstoffblaschen“ der Zygnemales und den 
Kopetzkyschen Kiigelchen von Cylindrocystis Brebissonii. Doch laRt sich 
noch nicht entscheiden, ob all diese Partikelchen unter sich homolog sind. 

b) Die weniger oder nicht basophilen Partikelchen im 
Plasma der von mir untersuchten Arten der Gattungen Tetmemorus und 
Pleurotaenium stimmen mit den wohlbekannten Spharosomen der héheren 
Pflanzen in ihrer GroéBe, ihrem Verhalten in Hellfeld, Dunkelfeld und 
Phasenkontrast sowie im Vitalfarbeversuch einigermafen iiberein. Sie er- 
scheinen aber mitunter minder regelmafig, mehr oval als kugelig geformt. 

Die beiden beschriebenen Plasmaeinschliisse, Hirnsche Kérperchen und 
schwach bis nicht basophile K6rperchen ®, konnte ich niemals im gleichen 
Objekt feststellen. Sie scheinen also nur getrennt vorzukommen. 

Die deutlich, wenn auch nur schwach basophilen Mikrosomen von 
Penium minutum vermag ich weder den Hirnschen Kérperchen noch den 
Mikrosomen der Gattungen Tetmemorus und Pleurotaenium zuzuordnen. 

Was die systematische Verbreitung der beschriebenen Partikelchen be- 
trifft, so sind sie einerseits fiir bestimmte Gattungen oder Gattungsgruppen 
(Tetmemorus und Pleurotaenium bzw. Cosmarium und Euastrum) kenn- 
zeichnend, kommen aber andererseits — soweit dies die Hirnschen Koérper- 
chen betrifft — nicht bei allen Arten einer Gattung vor. Sie sind aber fiir 
einzelne Arten obligat, also artspezifisch. 

Neben diesen Partikelchen kommen innerhalb der Desmidiaceen weitere 
Plasmaeinschliisse vor. Es sind dies die schon oft beschriebenen Gipskristalle 
und Lipoidtrépfchen. 


Von diesen streng zu trennen sind die von Kopetzky-Rechtperg 
beschriebenen Gallertkérperchen (friiher Zersetzungskérperchen 
genannt), die stets im Zellsaft liegen und meist starke BMB aufweisen. 


Literatur 


Altmann, R., 1890: Die Elementarorganismen und ihre Beziehungen zu den Zellen. 
Leipzig. 

Bautz, E., 1955: Die Mitochondrien und Sphérosomen der Pflanzenzelle. Z. Bot. 44, 
109. 

— 1956: Zytologische Untersuchungen an Mitochondrienfraktionen von Hefen. 
Naturforscher 11 b, 26. 

— und H. Maugquart, 1953: Die Grana mit Mitochondrienfunktion in Hefezellen. 
Naturwiss. 40, 531. 
® Wird ein Name fiir diese Klasse von Mikrosomen gewiinscht, so kénnten sie 

etwa als oligochrome (oligochromatische) Kérperchen bezeichnet werden. 





Plasmaeinschliisse bei einigen Desmidiaceen-Gattungen 209 


Becker, W. A., 1936: Vitale Cytoplasma- und Kernfairbungen (Sammelreferat). 
Protoplasma 26, 439—487. 

Benda, C., 1898: Uber die Spermatogenese der Vertebraten und héheren Everte- 
braten. Verh. physiol. Ges. Berlin 1897/98. 

Boriss, H., 1937: Die Abhangigkeit der Aufnahme und Speicherung basischer 
Farbstoffe bei Pflanzenzellen von inneren und duferen Faktoren. Ber. dtsch. bot. 
Ges. 55, 584—587. 

Bringmann, L. H., 1952: Uber Beziehungen der Kerniquivalente der Schizo- 
phyta zu den Mitochondrien héher organisierter Zellen. Planta 40, 389—404, 
Chadefaud, M., 1932: Sur le chondriome des algues vertes. C. r. Acad. Sci. 

Paris 194, 476. 

— 1936: Le cytoplasma des algues vertes et des algues brunes; ses éléments figurés 
et ses inclusions. Rev. algol. 8, 5—264. 

— 1939: Elements mitichondriaux actifs et inactifs chez les diatomées du genre 
Fragilaria, C. r. Acad. Sci. Paris 208, 1422. 

Cholnoky, B. v.. und K. Héfler, 1950: Vergleichende Vitalfairbungsversuche 
an Hochmooralgen. S. B. Ost. Akad. Wiss., math.-nat. Kl., Abt. I, 159, 6. 10. H 

Czaja, A. Th., 1930: Untersuchungen iiber metachromatische Farbungen von 
Pflanzengeweben. II. Basische Farbstoffe. Planta 2/, 531—601. 

— 1937: Untersuchungen iiber die Farbstoffaufnahme in die lebende pflanzliche 
Zelle. Planta 26, 90. 

Czurda, V., 1937: Die Conjugaten. Linsbauer, Handbuch der Pflanzenanatomie, 
II. Abt. 6, 2. Teilbd. Berlin. 

Dangeard, P., 1931: Le mouvement protoplasmatique et les cytosomes chez 
les Diatomées. Ann. Protistol. (Fr.) 3, 49. 

— 1958: Le chondriome de la cellule végétale. Protoplasmatologia, Handbuch der 
Protoplasmaforschung 3. 

Drawert, H., 1937: Der Einflu8 organischer Salze auf die Aufnahme von Farb- 
stoffen durch die Pflanzenzelle. Ber. disch. bot. Ges. 55, 380. 

1938: Beitrage zur Entstehung der Vakuolenkontraktion nach Vitalfarbung mit 
Neutralrot. Ber. disch. bot. Ges. 56, 123. 

1939: Zur Frage der Stoffaufnahme der lebenden pflanzlichen Zelle. I. Versuche 
mit Rhodaminen. Planta 29, 376. 

1940: Die Aufnahme der basischen Farbstoffe und das Permeabilitaétsproblem. 
Flora 134, 159. 

1953: Vitale Fluorochromierung der Mikrosomen mit Janusgriin, Nilblausulfat 
und Berberinsulfat. Ber. disch. bot. Ges. 66, 134—150. 

1956: Vitalfairbung. Ruhland, Handbuch der Pflanzenphysiologie II, 252—289, 
Berlin. 

Geitler, L. 1934: Grundrif der Cytologie. Berlin. 

— 1937: Chromatophor, Chondriosomen, Plasmabewegung und Kernbau von Pin- 
nularia nobilis und einigen anderen Diatomeen nach Lebendbeobachtung. Proto- 
plasma 27, 534—543. 

— 1955: Die Struktur der Zelle und ihre chemische und physikalische Konstitution. 
Normale und pathologische Anatomie der Zelle. Ruhland, Handbuch der 
Pflanzenphysiologie I, 123—167, Berlin. 

Gicklhorn, J., 1930: Zur Frage der Lebendbeobachtung und Vitalfarbung von 
Chromosomen pflanzlicher Zellen. Protoplasma 10, 345—355. 

Guilliermond, A., 1921: Sur le Chondriome des Conjugées et des Diatomées. 
C. r. soc. biol. Paris 85. 

— 1941: The cytoplasm of the plant cell. Waltham, Mass.: Chronica Botanica Co. 





210 G. Kramer 


Gutz, H., 1956: Zur Analyse der Granulafluorochromierung mit Nilblau in den 
Hyphen von Mucor racemosus Fres. Auszug aus der Diss. d. math.-naturw. Fak. 
d. Freien Univ. Berlin. Planta 46, 481—511. 

Hanstein, J. v., 1880: Einige Ziige aus der Biologie des Protoplasmas. Botan. 
Abh. a. d. Gebiet d. Morphologie u. Physiologie 4, Heft 2, Bonn, 

Hirn, I., 1952: Vitalfarbungsstudien an Desmidiaceen und Diatomeen. Diss, a. d. 
philos. Fak. d. Univ. Wien. 

— 1953: Vitalfarbungsstudien an Desmidiaceen. Flora 140, 553—573. 

Hofler, K., 1957a: Thioninfairbbarkeit der Zellmembranen von SiiRwasseralgen. 
Protoplasma 48, 523—534. 

1957 b: Mikrosomen und Meiosomen. Protoplasma 48, 167. 
und A. Diskus, 1957: Vitalfairbung mit Nilblau und Brillantcresylblau. Proto- 
plasma 48, 429—451. 
und H. Schindler, 1951: Vitalfarbung von Algenzellen mit Toluidinblau- 
lésungen gestufter Wasserstoffionenkonzentration. Protoplasma 40, 137. 
— 1953: Vitalfarbung verschiedener Closterien. Protoplasma 42, 296. 
— 1955: Volle und !eere Zellsafte bei Algen. Protoplasma 45, 174. 

- und W. Url, 1958: Das Verhalten der Chondriosomen bei Kappenplasmolyse. 
Protoplasma 49, 307—318. 

Huber, E., 1955: Vitalfarbungsversuche an Hochmooralgen mit leeren und vollen 
Zellsaften. S. B. Ost. Akad. Wiss., math.-nat. Kl]. Abt. I, 164, H. 10. 

Kiermayer, O., 1954: Die Vakuolen der Desmidiaceen, ihr Verhalten bei Vital- 
farbe- und Zentrifugierungsversuchen. S. B. Ost. Akad. Wiss., math.-nat. KI. 
Abt. I, 163. 

— 1955: Uber die Reduktion basischer Farbstoffe in pflanzlichen Vakuolen. S. B. 
Ost. Akad. Wiss., math.-nat. Kl., Abt. I. 164, 275. 

Kinzel, H., 1953: Die Bedeutung der Pektin- u. Zellulosekomponente fiir die 
Lage des Entladungspunktes pflanzlicher Zellwande. Protoplasma 42, 209. 
1954: Theoretische Betrachtungen zur Ionenspeicherung basischer Vitalfarbstoffe 
in leeren Zellsaéften. Protoplasma 44, 52. 

1958: Metachromatische Eigenschaften basischer Vitalfarbstoffe. Protoplasma 
50, 1. 

— 1959: Plasmaeinschliisse bei den Zygnemataceen. Protoplasma 50, 498. 

Kopetzky-Rechtperg, O. 1931a: Uber die Kristalle in den Zellen der 
Gattung Closterium Nitzsch. Beih. bot. Cbl. 47, I. Abt. 
1931b: Zersetzungskérperchen der Demidiaceenzelle. Arch. Protistenk. 25, 
270—283. 

1935: Uber die Oltropfen in den Zellen der Conjugaten. Beih. bot. Cbl. 53, Abt. A. 
1938: Mitteilungen iiber die Protoplasmastruktur der Desmidiales Netrium 
digitus. Protoplasma 31. 

1949: Zellbau und Zelleinschliisse bei Conjugaten, besonders Desmidiales. Proto- 
plasma 39, 107. 

<rieger, W., 1936: Die Desmidiales Europas etc. Rabenhorst. Kryptogamenflora, 
Bd. 13. 

Kiister, E., 1951: Die Pflanzenzelle. 2. Auflage. Jena. 

— 1956: Dasselbe, 3. Auflage, Jena. 

Kuttig, W., 1957: Weitere Beitrige zur Fluorochromierung der Sphirosomen der 
Pflanzenzelle mit basischen Farbstoffen. Protoplasma 48, 562—579. 

Loub, W., 1951: Resistenz verschiedener Algen gegen Vitalfarbstoffe. S.B. Ost. 
Akad. Wiss., math.-nat. KI., Abt. I, 160, 829. 





Plasmaeinschliisse bei einigen Desmidiaceen-Gattungen 211 


Liitkemiiller, J., 1902: Die Zellmembran der Desmidiaceen. Cohns Beitr. 
Biol. d. Pflanze 8. 

Meves, F., 1904: Uber das Vorkommen von Mitochondrien bzw. Chondriomiten 
bei Pflanzenzellen. Ber. dtsch. bot. Ges. 22, 284. 

Mudd, St., 1953: The mitochondria of Bacteria. J. Histochem. a. Cytochem. 1, 
248—253. 

Nageli, C., 1849: Gattungen einzelliger Algen physiologisch und systematisch 
bearbeitet. Neue Denkschr. allg. Schweizer Ges. ges. Naturw., Bd. 10. 

Newcomer, E. H., 1951: Mitochondria in plants II. Bot. Rev. 17, 53—89. 

Pecksieder, M. E., 1950: Zur Frage der Farbionenpermeabilitét des Protoplas- 
mas. Biol. gen. 19, 225—235. 

Perner, E. S., 1952: Die Vitalfirbung mit Berberinsulfat und ihre Wirkung auf 
Zellen héherer Pflanzen. Ber. dtsch. bot. Ges. 65. 

— 1953: Die Sphirosomen (Mikrosomen) pflanzlicher Zellen. Protoplasma 42, 457. 

— 1958: Die Spharosomen der Pflanzenzelle. Protoplasmatologia, Handbuch der 
Protoplasmaforschung 3. 

— und G. Pfefferkorn, 1953: Pflanzliche Chondriosomen im Licht- und Elek- 
tronenmikroskop unter Beriicksichtigung ihrer morphologischen Veranderung 
bei der Isolierung. Flora (Jena) 140, 98—129. 

Ritchle, D. D., and P. Haseltine, 1953: Mitochondria. Acad. Sci. Ser. II, 15, 
157—158. 

Sitte, P., 1958: Die Ultrastruktur von Wurzelepidermiszellen der Erbse (Pisum 
sativum). Protoplasma 49, 448—552. 

Spek, J., 1940: Metachromasie und Vitalfarbung mit pH-Indikatoren. Proto- 
plasma 34, 533—584. 

Steffen, K., 1953: Zytologische Untersuchungen an Pollenkorn und Pollen- 
schlauch. I. Phasenkontrastoptische Lebenduntersuchung von Pollenschlauchen 
von Galanthus nivalis. Flora 140, 140. 

— 1955: Chondriosomen und Mikrosomen (Sphiarosomen). Ruhlands, Handbuch der 
Pflanzenphysiologie J, 574—603, Berlin. 

Strugger, S., 1936: Beitrige zur Analyse der Vitalfarbung pflanzlicher Zellen 
mit Neutralrot. Protoplasma 26, 56. 

1940: Neues iiber Vitalfarbung pflanzlicher Zellen mit Neutralrot. Protoplasma 
34, 601. 

1954a: Uber die Struktur der Proplastiden. Ber. dtsch. bot. Ges. 66, 439. 
1954b: Die Proplastiden in den jungen Blattern von Agapanthus umbellatus 
L’Herit. Protoplasma 43, 120. 

Tischer, I., 1957: Untersuchungen iiber die granularen Einschliisse und das 
Reduktions-Oxydations-Vermégen der Cyanophyceen. Arch. Mikrobiol. 27, 
400—428. 

West, W., and G. S. West, 1904—1912: A Monography of the British Desmidiacae, 
Vol. I—IV. London. 

— and W. Carter, 1923: Id. Vol. V, London. 





Durch Elektrolytverschiebungen im Zellinnern ausgeléste 
Veranderungen der elektrischen Spannung am Plasma- 
lemma von Nitella mucronata‘ 


Von 
Karl Umrath 


Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 26. August 1959) 


Einleitung 


Osterhout (1949) hat gefunden, daf durch eine Nitella-Internodial- 
zelle, deren eines Ende in Wasser und deren anderes in eine Zuckerlésung 
taucht, ein Wasserstrom von der Wasserseite zur Zuckerseite flieft, der 
Inhaltsstoffe und jedenfalls auch Elektrolyte mitfiihrt und an der Zucker- 
seite anhauft. Osterhout (1954) hat dann mit dieser Methode die Elek- 
trolyte des Zellinnern an einem Zellende angereichert und den Einflu# 
dieser Elektrolytverschiebung auf die elektrische Spannung an der Zelle 
untersucht. Er hat zunachst die beiden Stellen der Internodialzelle, von 
denen er ableitete, mit 0,001-molarer KCl-Lésung in Beriihrung gebrachi 
und dann diese Lésung an einer Stelle durch eine mit 0,001 mol KCl + 
0.24 mol Rohrzucker ersetzt. Er fand, daf® die mit Zucker in Beriihrung 
gebrachte Stelle elekirisch positiv wurde, wie es zu erwarten war, wenn 
sich die Elektrolyte im Zellinnern an der Zuckerseite anhaufen und wenn 
die Grenzschicht, an der sich die Spannung einstellt, fiir Anionen wesent- 
lich weniger permeabel ist als fiir Kationen, vor allem fiir die in der Zelle 
haufigen K-Ionen. 

Nishizaki (1955) hat, auch auf dem Befund von Osterhout (1949), 
der osmotisch bedingten Elektrolytverschiebung im Zellinnern, aufbauend, 
die elektrischen Veranderungen an Internodialzellen von Nitella flexilis 
untersucht, deren beide Halften in verschiedene Lésungen tauchten. Wenn 
er zunachst beide Zellhalften in 0,05-molarer oder 0,01-molarer KCI-Lésung 
hatte und dann an der einen Zellhalfte diese durch eine ebensolche mit 


1 Herrn Prof. Dr. Adolf Sperlich zum 80. Geburtstag gewidmet. 
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zusatzlich 0,2 mol Rohrzucker ersetzte, so wurde die zuckerhaltige Lésung 
etwa 17 mV positiv, d. h. er beobachtete einen ahnlichen Effekt wie Ost er- 
hout (1954). Wenn Nishizaki zunichst beide Zellhalften in 0,001-mo- 
lare KCl-Lésung brachte und dann an einer Zellhalfte zusatzlich 0,2 mol 
Rohrzucker gab, so beobachtete er an dieser nur durch einige Minuten eine 
elekirische Positivierung, die dann in eine viel starkere Negativierung um- 
schlug. Wenn er 0,0001-molare KCl-Liésung anwandte, so bedingte der ein- 
seitige Zuckerzusatz sofort eine starke Negativierung an dieser Seite. 

Tazawaund Nishizaki (1956) haben, bei ahnlichen Versuchsbedin- 
gungen, gleichzeitig die elektrische Spannung zwischen den Lésungen, in 
welche die beiden Hialften der Nitella-Zelle tauchten, und die Wasserbewe- 
gung durch die Zelle gemessen. Sie fanden keine so enge Beziehung zwischen 
der KCl-Konzentration an beiden Zellenden und dem elektrischen Effekt bei 
einseitiger Zuckereinwirkung, wie sie Nishizakji (1955) gefunden hatte, 
und sie beobachteten elektrische Nacheffekte nach der Zuckereinwirkung, die 
nicht nur im Riickgang des vorherigen Effektes bestanden. Beides haben 
auch meine noch zu beschreibenden Versuche ergeben. 

Um dieses merkwiirdige Verhalten der Nitella-Zellen naher aufzukliren, 
habe ich ahnliche Versuche angestellt, bei denen ich, um méglichst natiir- 
liche Verhialtnisse zu schaffen, in den meisten Versuchen statt der KCIl- 
Lésungen Wasser aus dem Aquarium, in dem die Nitella-Pflanzen wuchsen, 
verwendet habe. 


Methodik 


Ich habe Sprofkstiicke von Nitella mucronata verwendet, die aus drei 
Internodialzellen und den angrenzenden Knoten mit den Blattzellen bestan- 
den. Der Sprof kam in eine Glasschale von 7,7 cm Linge und 2,2 cm Breite, 
die durch eine eingeschmolzene, 3 mm breite Glaswand in zwei gleiche Teile 
geteilt war. Die mittlere Internodialzelle wurde ungefahr in ihrer Mitte in 
eine Kerbe in dieser Glaswand eingelegt und mit Vaseline abgedichtet. Zu 
Beginn des Versuches befand sich in beiden Teilen der Glasschale dieselbe 
Fliissigkeit, entweder Aquarienwasser oder eine KCl-Lésung in iiber Glas 
destilliertem Wasser. 

Zur Abteilung der Spannungen dienten drei Elektroden, Es waren mit 
0,1-molarer KCl-Lésung gefiillte, in Kapillaren ausgezogene Glasréhren, 
aus denen mit chlorierten Silberdrahten abgeleitet wurde. Die Elektroden 
wurden durch drei Stative eines Mikromanipulators der Firma Carl Zeiss 
gefiihrt. Eine Elektrode war eine Mikroelektrode von etwa 15 4 aiuerem 
Spitzendurchmesser und wurde in ein mit einem Glasplatichen unterstiitztes 
Ende der mittleren Internodialzelle eingestochen. Die beiden anderen Elek- 
troden hatten gréRere Spitzendurchmesser und tauchten je in eine Schalen- 
halfte. 

Die Spannungen wurden mit einem Lindemann - Elektrometer ge- 
messen. Mit seinem Gehause war die Elektrode der Schalenhalfte verbun- 
den, in der sich das Zellende befand, in das die Mikroelektrode eingestochen 
war. Durch zwei mit Bernstein isolierte Schalter konnte wahlweise eine der 
beiden anderen Elektroden mit der Nadel des Elektrometers verbunden 
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werden. So konnte, mit einer Genauigkeit von 1—2 mV, die elektrische 
Spannung zwischen den beiden, nur durch die Nitella-Internodialzelle lei- 
tend verbundenen Schalenhalfien und die Spannung zwischen dem Proto- 
plasma eines Zellendes und der umgebenden Fliissigkeit gemessen werden. 

Wenn nach dem Einstich der Mikroelektrode in die mittlere Internodial- 
zelle die zwischen Protoplasma und Aufenmedium gemessene Spannung 
noch relativ gering war, wobei sie meist verhaltnismaBig rasch zunahm, und 
wenn die Schalenhalfte, in der die Mikroelektrode eingestochen war, meh- 
rere mV negativ gegeniiber der anderen Schalenhalfte war, so waren das 
Anzeichen dafiir, daft der AbschluB des Plasmalemmas um die eingestochene 
Mikroelektrode noch unvollkommen war. Es wurde dann mit dem eigeni- 
lichen Versuch gewartet, bis diese Effekte abgeklungen waren. 

Wenn sich die gemessenen Spannungen durch einige Zeit nicht mehr 
wesentlich anderten, wurde die Fliissigkeit aus der Schalenhilfte, in der sich 
die Mikroelektrode nicht befand, abgesaugt und durch eine mit 0,2-molarem 
Rohrzuckerzusatz, sonst aber ebensolche, ersetzt. Wenn sich dann nach einer 
gewissen Zeit ein neuer Zustand eingestellt hatte, der sich nur mehr wenig 
veranderte, so wurde die zuckerhaltige Lésung wieder abgesaugt und durch 
eine solche ersetzt, wie sie urspriinglich vorhanden gewesen war und in 
der anderen Schalenhialfte belassen worden war. In den meisten Versuchen 
wurde dann nach einiger Zeit auch in der Schalenhalfte, in der sich die 
Mikroelektrode befand, die Fliissigkeit durch eine solche mit 0,2-molarem 
Rohrzuckerzusatz ersetzt und schlieBlich wurde diese Lésung entfernt und 
durch eine ersetzt, wie sie urspriinglich vorhanden gewesen war. 

Ich (Umrath 1930) habe schon seinerzeit Griinde fiir die Annahme an- 
gefiihrt, da die Spitzen der von mir eingestochenen Elektroden sich im 
Protoplasma der Nitella-Zellen befanden. Der elektrische Widerstand des 
Plasmalemmas, also der zwischen Protoplasma und Aufenmedium, ist ge- 
geniiber allen Widerstanden im Zellinnern sehr gro, also groB gegeniiber 
dem des Protoplasmas, des Zellsaftes und nach W alk e r (1957) auch gegen- 
iiber dem des Tonoplasten. Er ist auch gro gegeniiber den Widerstainden der 
Lésungen in den beiden Schalenhalften. Zwischen verschiedenen Stellen der 
F liissigkeit in einer Schalenhalfte kann es, wegen des geringen Widerstandes 
zwischen ihnen, keine nennenswerten Spannungsunterschiede geben und 
ebensowenig zwischen verschiedenen Stellen des Protoplasmas einer Zelle. 
Der Hauptanteil des Spannungsabfalls erfolgt dort, wo der Widerstand 
besonders grof ist, also in jeder Schalenhalfte am Plasmalemma und zwi- 
schen den beiden Schalenhalften in dem diinnen Wasserfilm, der sich zwi- 
schen der Zelle und der Vaselineabdichtung befindet, nicht aber im Proio- 
plasma oder Zellsaft des von Vaseline eingeschlossenen Teiles der Zelle. 
Die elektrische Spannung zwischen den beiden Schalenhialften ist daher 
im wesentlichen die Differenz der Spannungen zwischen Protoplasma und 
Aufenmedium in den beiden Schalenhalften. Ich habe von diesen Spannun- 
gen diejenige zwischen Protoplasma und umgebender Lésung in einer 
Schalenhalfte und diejenige zwischen den Lésungen in beiden Schalenhalf- 
ten gemessen und in den Abbildungen 1—3 die erstere iiber der letzteren 
so eingetragen, daft die in der einen Schalenhialfte gemessene Spannungs- 
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ainderung zwischen Protoplasma und Aufenliésung die Ursache fiir die 
gleiche, gemessene Spannungsinderung zwischen den beiden Schalenhialften 
ist. Wenn sich die Spannung zwischen den beiden Schalenhiilften andert, 
die untere Kurve also einen Ausschlag zeigt, ohne entsprechende Verande- 
rung der oberen Kurve, so ist anzunehmen, daB die Ursache dafiir eine 
Spannungsinderung am Plasmalemma in der Schalenhilfte ist, in welcher 
die Spannung nicht gemessen wurde. Wir werden bei den Ergebnissen auf 
beiderlei Fille noch zu sprechen kommen. Vielfach erkennt man an den 
beiden Kurven in den Abbildungen einen ahnlichen, aber nicht ganz glei- 
chen Verlauf, was zu erwarten ist, wenn die Spannung zwischen den beiden 
Schalenhalften, untere Kurve, durch die Spannungen am Plasmalemma in 
beiden Schalenhalften, d.h. durch zwei Kurven nach Art der oberen, be- 
dingt ist. 

Beim Vergleich der beiden Kurven in den Abbildungen ist noch zu be- 
denken, daf&, wenn nach dem Einstich der Mikroelektrode das Plasmalemma 
um diese einen dichten VerschluB gebildet hat, die Spannung zwischen den 
beiden Schalenhalften, untere Kurve, um Null schwankt, wiahrend die 
Spannung am Plasmalemma, wenn die Zelle nicht gereizt wird, noch durch 
Stunden langsam zunimmi, so daf die obere Kurve die Tendenz zu steigen 
hat. Deshalb erreicht, wenn zu Beginn und zu Ende des Versuches die Liésun- 
gen in den beiden Schalenhalften gleich sind, die obere Kurve zu Ende des 
Versuches einen héheren Wert, als sie zu Anfang des Versuches hatte: dieser 
Effekt ist viel gréRer, wenn die Fliissigkeit in den Schalenhalften Aquarien- 
wasser ist, wie in den Versuchen der Abb. 2 und 3, als wenn sie eine KCI- 
Lésung ist, wie in dem Versuch der Abb. 1. 


Ergebnisse 


In vielen meiner Versuche, in denen sich zunachst in beiden Schalen- 
halften 0,001-molare KCl-Lésung befand, bewirkte eine ebensolche Lésung 
mit 0,2-molarem Rohrzuckerzusatz in einer Schalenhalfte den schon von 
Osterhout (1954) beschriebenen Effekt, d.h. Positivierung der Schalen- 
halfte mit Rohrzucker. Wurde in diese Schalenhalfte wieder die blo&e KCI- 
Lésung eingebracht, so ging der Effekt in wenigen Minuten zuriick, Ab- 
bildung 1 zeigt einen solchen Versuch mit wiederholier Zuckereinwirkung. 

Einige meiner Versuche, in denen ich 0,001-molare KCl-Lésungen an- 
wandte, wichen vom typischen Resultat von Osterhout etwas ab, 
meistens dadurch, daB zu Beginn der Zuckereinwirkung die betreffende 
Schalenhalfte, entgegen der Erwariung, fiir einige Minuten elektrisch nega- 
tiv wurde und erst anschlieRend positiv. Wenn dann die Lésung mit 
Zuckerzusatz wieder durch eine blofe 0,001-molare KCl-Lésung ersetzt 
wurde, so nahmen die beiden Schalenhalften in einigen Minuten wieder 
ungefahr gleiche Spannung an. 

Einen ganz anderen Verlauf hatten die Versuche, in denen die Nitella- 
Sprosse zuniachst beiderseits in Aquarienwasser lagen und in denen dieses 
zeitweise in der einen Schalenhalfte durch Aquarienwasser mit 0,2-molarem 
Rohrzuckerzusatz ersetzt wurde. Die betreffende Schalenhalfte wurde nur 
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in wenigen Fallen fiir langere Zeit elektrisch positiv und wenn sich diese 
Spannung nicht umkehrie, so ging sie doch im Laufe einiger Zeit auf Null 
zuriick, wie in Abb. 2 bei der zweiten Zuckeranwendung am apikalen Teil 
der untersuchten Internodialzelle. In einigen Fallen wurde die Schalenhilfte 
mit dem Rohrzuckerzusaiz wahrend dessen ganzer Einwirkungszeit elek- 
trisch negativ, in vielen Fallen wurde sie zunichst kurzzeitig und gering- 
fiigig elekirisch positiv und in der folgenden Zeit elektrisch negativ, wie 
das in Abb. 2 bei der ersten Zuckeranwendung und in Abb.3 zu erkennen 
ist. Dieses Verhalien entspricht ungefahr dem, was Nishizaki (1955) 
gesehen hat, wenn er 0,001 bis 0,0001-molare KCl-Lésungen anwandte, denen 
er an der einen Zellhalfte zeitweise Zucker zusetzte. In manchen meiner 
Versuche war der Spannungsverlauf sehr unregelmafig. 
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Abb. 1. Versuch vom 25. Juni 1959 an einer Internodialzelle von Nitella mucronata 
in 0,00i-molarer KCl-Lésung bei 24°C. Untere Kurve: Spannung der Lésung, 
welche die basale Zellhalfte umgab, gegeniiber der Lésung, welche die apikale Zell- 
halfte umgab. Obere Kurve: Spannung des Protoplasmas am apikalen Zellende 
gegeniiber der umgebenden Lisung. Bei den abwirts zeigenden Pfeilen (}) wurde 
die Lésung um die basale Zellhalfte durch eine mit 0,.2-molaren Rohrzuckerzusatz 
ersetzt, beim aufwarts zeigenden (+) die Lésung um die apikale Zellhalfte. Bei den 
vertikalen Strichen (|) wurde die jeweils zuckerhaltige Lésung wieder durch eine 
zuckerfreie ersetzt. Die Richtung der Pfeile gibt in allen Abbildungen die nach 
Osterhout zu erwartende Richtungsinderung beider Kurven an. 


Eine Durchsicht aller meiner Versuche hat mir gezeigt, daf alle die be- 
schriebenen Spannungsdnderungen zwischen den beiden Schalenhalften 
durch Spannungsanderungen am Plasmalemma sowohl an der Seite mit 
Zuckerzusatz, als auch an der anderen Seite, an der sich immer blofes 
Aquarienwasser befand, zustande kamen, wobei der Anteil der Spannungs- 
anderung am Plasmalemma jeder der beiden Seiten von Fall zu Fall ver- 
schieden zu sein scheint. Im ganzen waren die elektrischen Effekte wahrend 
der Zuckereinwirkung so wechselnd und unregelmafig, da man versucht 
sein kénnte, sie fiir zufallige Spannungsschwankungen zu halten, wenn 
nicht der noch zu beschreibende Nacheffekt ein regelmafiger und typischer 
ware. 

Sehr auffallig war in meinen Versuchen, daft der Ersatz der 0,2-molaren 
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Zuckerlésung in Aquarienwasser durch blofes Aquarienwasser immer zu 
einer elektrischen Negativierung dieser Schalenhalfte fiihrte. War sie schon 
wihrend der Zuckereinwirkung negativ, so war der Effekt bei Ersatz der 
Zuckerlésung durch reines Aquarienwasser mitunter von mafigem Ausmak, 
wie in Abb. 2 nach der ersten Zuckereinwirkung, mitunter aber trotzdem 
grof, wie in Abb. 3. Wenn zu Ende der Zuckereinwirkung eine anfangliche 
Positivierung dieser Schalenhalfte nur auf Null zuriickgegangen war, so 
war die Negativierung durch blo&es Aquarienwasser betrachtlich, wie es 
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Abb. 2. Versuch vom 20. Juni 1959 an einer Internodialzelle von Nitella mucronata 
in Aquarienwasser bei 24°C. Untere Kurve: Spannung des Wassers, welches die 
basale Zellhalfte umgab, gegeniiber dem Wasser, welches die apikale Zellhalfte 
umgab. Obere Kurve: Spannung des Protoplasmas am apikalen Zellende gegen- 
iiber dem umgebenden Wasser. Beim abwirtis zeigenden Pfeil ({) wurde das 
Wasser um die basale Zellhalfte durch Wasser mit O,2-molarem Rohrzuckerzusatz 
ersetzt, beim aufwiarts zeigenden Pfeil (+) das Wasser um die apikale Zellhalfte. 
Bei den vertikalen Strichen (|) wurde das jeweils zuckerhaltige Wasser wieder 
durch zuckerfreies ersetzt. 


Abb. 2 nach der zweiten Zuckereinwirkung zeigt. Der besprochene Nach- 
effekt klang in 20 bis 40 min ab. Er ist auch in einigen Figuren von Tazawa 
und Nishizaki (1956) zu erkennen, die zeigen, daft der elektrische Nach- 
effekt um 5 bis 10 min linger dauert, als die riicklaufige Wasserbewegung 
aus der friiher zuckerhaltigen Schalenhalfte in die andere. 

Aus den Abb. 2 und 3 und aus meinen anderen Versuchen geht hervor, 
da der Nacheffekt ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich durch eine Ab- 
nahme der Spannung am Plasmalemma an derjenigen Zellhalfte bedingt 
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ist, an der das zuckerhaltige Aquarienwasser durch reines ersetzt wird. So 
sind in Abb. 2 nach der zweiten Zuckereinwirkung die steilen Ausschlige 
nach unten an beiden Kurven fast gleich, wahrend nach der ersten Zucker- 
einwirkung in Abb. 2 dem Ausschlag der unteren Kurve nach oben keine 
deutliche Veranderung in der oberen Kurve entspricht und in Abb, 3 nach 
der Zuckereinwirkung einem starken Anstieg der unteren Kurve nur ein 
sehr schwacher der oberen 
entspricht. Ich komme auf 
dieses Verhalten noch bei 
der Besprechung der Ergeb- 
nisse zuriick. 
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Zunichst moéchte ich auf 
die Frage eingehen, ob die 
Elektrolytanreicherung in 
einer Zellhalfte, die durch die 
einseitige Zuckereinwirkung 
und die dadurch_ hervor- 
gerufene Wasserbewegung 
durch die Zelle zur Zucker- 
seite bedingt ist, am Tono- 
plasten oder am Plasmalem- 
ma eine wesentliche Span- 
nungsiinderung bedingt. Man 
hat bisher immer, wohl mit 
Recht, angenommen, daft in 
diesen Versuchen die Ver- 
lagerung von K-lonen im 
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Abb. 3. Versuch vom 22. Juni 1959 an einer 
Internodialzelle von Nitella mucronata in Aqua- 
rienwasser bei 24°C. Untere Kurve: Spannung 
des Wassers, welches die basale Zellhalfte um- 
gab, gegeniiber dem Wasser, welches die apikale 
Zellhalfte umgab. Obere Kurve: Spannung des 
Protoplasmas am apikalen Zellende gegeniiber 
dem umgebenden Wasser. Beim abwarts zei- 


0h, 10 


genden Pfeil ({) wurde das Wasser um die 

basale Zellhalfte durch Wasser mit 0,2-molarem 

Rohrzuckerersatz ersetzt, beim vertikalen Strich 
(|) wieder durch zuckerfreies Wasser. 


Zellinnern Ursache der Span- 
nungsdnderung ist. Nun hat 
Blinks (1935) gezeigt, daft 
sich bei Halicystis-Arten die 


Spannung zwischen der Va- 
kuole und dem die Zelle umgebenden Seewasser nicht andert, wenn man den 
Zellsaft in der Vakuole durch eine Lésung mit sehr viel geringerem K-Gehalt 
ersetzt, wenn man nur starkere pH-Anderungen vermeidet. Es ist deshalb 
unwahrscheinlich, daf bei Nitella-Zellen Konzentrationsanderungen der 
K-Ionen im Zellsaft die elektrische Spannung am Tonoplasten verandern. 

Ist bei einseitiger Zuckereinwirkung auf eine Nitella-Zelle nicht nur im 
Zellsaft, sondern auch im Protoplasma eine einseitige Elektrolytanhaufung 
anzunehmen? Die Wasserbewegung, welche die Elektrolyte mitfiihrt, diirfte 
im Protoplasma gréfere Widerstande finden wie im Zellsaft, aber es mut 
doch alles Wasser, das sich durch den Zellsaft bewegt, das Protoplasma 
zweimal durchsetzen. Dabei diirfte es die Elektrolyte grofenteils mitneh- 





Durch Elektrolytverschiebungen im Zellinnern ausgeléste Verinderungen 219 


men, da nach W alker (1957) der elektrische Widerstand des Tonoplasten 
gegeniiber dem des Plasmalemmas klein ist, die Ionendurchlissigkeit des 
Tonoplasten also relativ grof ist. Die Protoplasmastrémung muf aller- 
dings einer einseitigen Elektrolytanhaufung im Protoplasma einer Nitella- 
Zelle entgegenwirken; da sie aber nur eine Geschwindigkeit von wenigen 
Millimeter in der Minute hat und nur das solartige Endoplasma, nicht das 
gelartige Ektoplasma, betrifft, diirfte ihre Gegenwirkung eine miifige sein. 
Ich nehme daher an, daf eine einseitige Zuckereinwirkung auf eine Nitella- 
Zelle auch im Protoplasma zu einer Elektrolyt- und insbesondere K-An- 
reicherung an der Zuckerseite und zu einer Elektrolyt- und K-Verarmung 
an der anderen Seite fiihrt. 

Es wird allgemein angenommen, daf sich das Plasmalemma von Nitella 
bei Salzeinwirkungen von aufen ahnlich wie eine selektiv kationenperme- 
able Membran verhalt. Die eingehende Untersuchung von Studener 
(1947) hat gezeigt, da das fiir K-Salze vor allem bei iiber 0,001-molaren 
Lésungen gilt. Nun haben ja die Versuche von Osterhout (1954), die 
von Nishizaki (1955) und die von mir gezeigt, da bei héheren KCI- 
Konzenirationen im Aufenmedium bei einseitiger Zuckereinwirkung eine 
elektrische Spannung zwischen den beiden Zellenden entsteht, wie sie als 
Folge der Elektrolytverschiebung im Zellinnern gegen die Zuckerseite zu 
erwarten ist, wenn das Plasmalemma als kationenpermeable Membran auf- 
gefaRt wird. 

Bei 0,001- und vor allem bei 0,0001-molaren KCl-Lésungen im Aufen- 
medium haben aber Nishizaki (1955) und Tazawa und Nishizaki 
(1956) einen dieser Erwartung entgegengeseizten Effekt von gréRerem Aus- 
maf beobachtet. Sie wollen ihn durch die Annahme erklaren, daf an der 
Zuckerseite das Verhaltnis zwischen der Permeabilitat der K-lonen und der 
der Cl-lonen abnimmt. Der Effekt ist tatsachlich, wie Fig. 5 bei Nis hi- 
zaki (1955) zeigt, fast ausschlieBlich durch eine Spannungsabnahme an 
der Zuckerseite der Zelle bedingt. 

Mir scheint nach den Befunden von Studener (1947) eine andere 
Erklarung viel wahrscheinlicher. Studener fand, daf der Konzentra- 
tionseffekt von K-Salzen an Nitella-Zellen im Bereich sehr geringer Kon- 
zentrationen sehr gering ist, da héhere Konzentrationen von K-Salzen nur 
zu Beginn ihrer Einwirkung Spannungen am Plasmalemma bedingen, die 
diesem Konzentrationseffekt entsprechen, und daf die Spannungen dann, 
meist im Anschlu& an ein Aktionspotential, auf tiefere Betrige absinken, 
die wieder einen Konzentrationseffekt, diesmal aber von gréRerem Aus- 
maf, ergeben. Schon Blinks (1933) hat dieses Absinken der Spannung 
im Beginn der Einwirkung von K-Salzen nach einem Aktionspotential beob- 
achtet und gezeigt, da es mit einer Widerstandsabnahme des Plasmalem- 
mas verbunden ist. Ich halte es fiir wahrscheinlich, daf® diese starke Ver- 
iinderung des Plasmalemmas dadurch zustande kommt, daft elektrisch 
polare, in ihm orientiert eingelagerte Molekeln aus ihm austreten. Wenn 
bei diesem Effekt die Wirkung von K-Salzen im Aufenmedium durch eine 
erhéhte Konzentration von K-Salzen im Zellinneren unterstiitzt wird, so 
wird es verstandlich, daf schon bei einer 0,0001-molaren KCl-Lésung ais 
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AuBenmedium, bei der an sich noch keine starke Spannungsherabsetzung 
am Plasmalemma eintritt, bei zusatzlicher einseitiger Zuckereinwirkung, die 
K-Salze, die an der Zuckerseite im Protoplasma angehauft werden, zusam- 
men mit denen im Aufenmedium zu einer starken Spannungsherabsetzung 
an der Zuckerseite fiihren. Ein solcher Effekt, der den Osterhoutschen 
Konzentrationseffekt voéllig iiberdeckt, ist das, was Nishizaki (1955) 
und Tazawa und Nishizaki (1956) bei Anwendung geringer KCl-Kon- 
zentrationen beobachtet haben. 

In meinen Versuchen mit Aquarienwasser und einseitiger Zuckereinwir- 
kung war der von Osterhout erwartete Effekt héchstens andeutungs- 
weise vorhanden. Die vielfach dieser Erwartung entgegengesetzten Span- 
nungsinderungen zwischen den beiden Zellenden entsprachen aber auch 
nicht dem von Nishizaki bei geringen KCl-Konzentrationen im Aufen- 
medium beobachteten Effekt, denn sie waren nicht nur durch Spannungs- 
abnahmen am Plasmalemma der Zuckerseite, sondern auch durch Span- 
nungszunahmen an dem der anderen Seite bedingt, wie das auch Abb. 2 
und 3 nach dem abwirts gerichteten Pfeil zeigen. Als Erklarung méchte ich 
den Konzenirationseffekt von Osterhout und eine Gegenreaktion im 
Plasmalemma annehmen, die ihn mehr oder weniger vollstandig kompen- 
siert oder iiberkompensiert. Ich stelle mir vor, da elektrisch-polare Mole- 
keln im Plasmalemma orientiert eingelagert sind, wobei eine Veranderung 
der Zahl der eingelagerten Molekeln zu einer entsprechenden Veranderung 
der Spannung am Plasmalemma fiihrt. 

Der primire Salzeffekt und die Gegenregulation sind ein neuer Beweis 
dafiir, da die Spannung am Plasmalemma durch zwei verschiedene Kom- 
ponenten bedingt ist. Ich habe die Auffassung, daf diese Spannung durch 
zwei einander mosaikartig durchdringende oder vielleicht einander iiber- 
lagernde Komponenten bedingt ist, schon mehrfach verireten, zuletzt im 
Handbuch der Pflanzenphysiologie (Um rat h 1959). Bei der iiberwiegenden 
Kationenpermeabilitat des Plasmalemmas ist anzunehmen, daf eine Kom- 
ponente der Spannung durch K-Ionen an der Aufenseite und Anionen an 
der Innenseite des Plasmalemmas bedingt ist. Fiir die andere Komponente 
habe ich (Umrath 1932, 1942) aus der Theorie der elektrischen Erregung 
geschlossen, daft es sich um elektrisch polare, grenzflaichenaktive Molekeln 
handelt, die im Plasmalemma orientiert eingelagert sind. Auch bei der elek- 
trischen Polarisation am Plasmalemma lassen sich die beiden Komponenten 
erkennen (U mrath 1942). Schon vor langem habe ich die Ansicht geaufert, 
dak bei herabgesetziter Spannung am Plasmalemma der relative Anteil der 
elektrisch polaren Molekeln an ihr geringer ist. In mehr als 0,001-molaren 
KCl-Lésungen werden offenbar so viele elektrisch polare Molekeln aus dem 
Plasmalemma entfernt, da es zu der von Blinks (1933) und von Stude- 
ner (1947) beobachteten starken Spannungsabnahme kommt, und bei ein- 
seitiger Zuckereinwirkung geniigen an der Zuckerseite, an der die K-Salze 
im Zellinneren angehaéuft werden, schon geringere KCl-Konzentrationen 
im Aufenmedium und es entsteht der von Nishizaki (1955) beobachiete, 
der Erwartung von Osterhout (1954) entgegengesetzte Effekt. Diese Vor- 
stellungen machen es verstandlich, daft Nitella-Zellen bei hohem KCl-Gehalt 
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im Auffenmedium, wenn das Plasmalemma keine elektrisch polaren Mole- 
keln mehr enthilt, bei einseitiger Zuckereinwirkung ein Verhalten zeigen, 
wie es bei einem kationenpermeablen Plasmalemma nach Osterhout 
zu erwarten ist. Andrerseits ist es auch verstandlich, daft bei Zellen in Aqua- 
rienwasser die elekirisch polaren Molekeln den durch die Kalziumsalze be- 
dingten Effekt iiberdecken. Sie werden vielleicht unter Aufwand von Ener- 
gie aus dem Stoffwechsel von der Zelle aktiv dort in das Plasmalemma 
eingebaut, wo ohne sie die elektrische Spannung am Plasmalemma niedrig 
ware. 

Da die Gegenregulation am Plasmalemma vielfach zu einer Uberkom- 
pensation des Salzeffekies fiihrt, ist zu erwagen, ob die Spannung am 
Plasmalemma nicht im Dienste der Kaliumaufnahme steht. 

Als Nacheffekt der Zuckereinwirkung tritt, wie schon erwihnt, bei Zel- 
len in Aquarienwasser in der Zellhalfte der friiheren Zuckereinwirkung 
eine Spannungsabnahme am Plasmalemma auf und diese ist nichts anderes 
als die jetzt unverdeckt in Erscheinung tretende Gegenregulation. Ein sol- 
cher Nacheffekt tritt auch auf, wenn bei Zellen in KCl-Lésungen geringer 
Konzentration wahrend der einseitigen Zuckereinwirkung der nach Os te r- 
h out zu erwartende Salzeffekt durch eine Gegenreaktion ungefihr kompen- 
siert war; siehe bei Tazawa und Nishizaki (1956), Fig. 3, 4 und 6. Wenn 
an Zellen unter ahnlichen Bedingungen wahrend der einseitigen Zuckerein- 
wirkung ein betrachtlicher, der Erwartung von Osterhout entgegen- 
gerichteter Effekt auftritt, so besteht der Nacheffekt nur arin, daf ein 
mehr oder weniger grofer Teil dieses Effekies nur sehr langsam zuriick- 
geht; siehe Tazawa und Nishizaki (1956), Fig. 5,6 und Nishizaki 
(1955), Fig. 3, 4 und 5. Nach meiner oben dargelegiten Auffassung iiber die 
Gegenreaktion besteht diese an dem Zellende der Zuckereinwirkung darin, 
daf elektrisch polare Molekeln aus dem Plasmalemma entfernt werden. 
Wenn sich dies ganz oder teilweise als Nacheffekt manifestiert, so mu der 
Wiedereinbau solcher elektrisch polarer Molekeln nach Beendigung der 
Zuckereinwirkung wesentlich linger dauern, als der Riickgang des Salz- 
effektes, den sie kompensiert hatten, und auch linger als die Verminderung 
der elektrisch polaren Molekeln im Plasmalemma der anderen Zellhilfte. 
Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung von Studener (1947), 
daf die Spannung am Plasmalemma von Nitella-Zellen durch K-Salze in 
héherer Konzentration rasch stark herabgesetzt wird, daf aber die Wieder- 
herstellung der urspriinglichen Spannung in K-freiem Wasser sehr viel 
langsamer erfolgt. 


Zusammenfassung 


An Nitella-Zellen in KCl-Lésungen geniigender Konzentration bedingt 
eine einseitige Zuckereinwirkung eine Elektrolytverschiebung im Zellinnern 
zur Zuckerseite und dadurch eine Verainderung der Spannung am Plasma- 
lemma, wie sie schon Osterhout (1954) beschrieben hat, d.h. eine Zunahme 
dieser Spannung an der Seite der Zuckereinwirkung und eine Abnahme 
dieser Spannung an der anderen Seite. 
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An Nitella-Zellen in Aquarienwasser ist bei einseitiger Zuckereinwirkung 
ein solcher Effekt nur in manchen Fallen und dann nur kurzzeitig, mitunter 
nur andeutungsweise vorhanden. Der auf der Elektrolytverschiebung be- 
ruhende Effekt wird durch eine Gegenregulation, die ihn teilweise oder ganz 
kompensiert oder iiberkompensiert, verdeckt. Als Nachwirkung bleibt auf 
der Seite der Zuckereinwirkung die Gegenregulation langer bestehen als 
der auf der Elektrolytverschiebung beruhende, primaire Effekt. Dadurch 
tritt die Gegenregulation besonders deutlich in Erscheinung. 

Die Zusammensetzung der durch die einseitige Zuckereinwirkung be- 
dingten Spannungsianderung am Plasmalemma aus einem durch die Elektro- 
lytverschiebung bedingten Effekt und aus einer Gegenregulation zeigt, daf 
die Spannung am Plasmalemma durch verschiedene Komponenten bedingt 
ist. Es wird angenommen, daft eine Komponente durch die Elektrolytwir- 
kung am vorwiegend kationenpermeablen Plasmalemma gegeben ist, eine 
andere durch elektrisch polare, im Plasmalemma orientiert eingelagerte 


Molekeln. 
Literatur 


Blinks, L. R., 1933: A secondary bio-electric effect of potassium. Proc. Soc. exper. 
Biol. a. Med. (Amer.) 30, 756—757. 

— 1935: Protoplasmic potentials in Halicystis. IV. Vacuolar perfusion with arti- 
ficial sap and sea water. J. Gen. Physiol. 18, 409—420. 

Nishizaki, Y., 1955: Bioelectric phenomena accompanying osmosis in a single 
plant cell. Cytologia 20, 32—40. 

Osterhout, W. J. V., 1949: Movements of water in cells of Nitella. J. Gen. 
Physiol. 32, 553—557. 

— 1954: Changes in resting potential due to a shift of electrolytes in the cell pro- 
duced by non-electrolytes. J. Gen. Physiol. 37, 423—432. 

Studener, O., 1947: Uber die elektroosmotische Komponente des Turgors und 
tiber chemische und Konzentrationspotentiale pflanzlicher Zellen. Planta (Berl.) 
35, 427—444. 

Tazawa, M., and Y. Nishizaki, 1956: Simultaneous measurement of trans- 
cellular osmosis and the accompanying potential difference. Jap. J. of Bot. 15, 
227—238. 

Umrath, K., 1930: Potentialmessungen an Nitella mucronata mit besonderer Be- 
riicksichtigung der Erregungserscheinungen. Protoplasma 9, 576—597. 

1932: Der Erregungsvorgang bei Nitella mucronata, Protoplasma 17, 258—300. 
1942: Zur Theorie der Polarisation an lebenden Zellen. Protoplasma 36, 584—606. 
1959: Der Erregungsvorgang. Handb. Pflanzenphysiol. 17/1, 24—110. 

alker, N. A., 1957: Ion permeability of the plasmalemma of plani cells. Nature 
180, 94—95, 





Seasonal Changes in the Physical Nature 
of the Bark Phloem Parenchyma Cells of Pinus strobus 


By 
Johnson Parker 


William B. Greeley Laboratory, Yale University, New Haven, Conn., and the 
Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Mass., U.S. A. 


With 1 Textfigure 


(Received September 18, 1959) 


There has been no general agreement on the changes occurring in the 
cytoplasm of overwintering plant cells with changing seasons. Some have 
claimed that it is a matter of increased fluidity of the ectoplasm in winter 
(Scarth and Levitt 1937, Scarth 1941); others have concluded that 
the cytoplasm as a whole increases in viscosity in winter (Kessler and 
Ruhland 1938). Much of the difficulty seems to come from different inter- 
pretations of centrifugation data. Cytoplasmic viscosity has been measured 
in terms of rates of streaming, but it has been shown that rates of streaming 
do not necessarily reflect viscosity conditions (Heilbrunn 1958). In 
fact streaming has been found to occur in all seasons in pine cambial cells 
when warmed to room temperature and a peak of streaming rate is reached 
in March some time after hardiness is fully developed (Thimann and 
Kaufman 1958). Brownian Movement has also been used as a criterion 
of viscosity, but active movement occurs more commonly in cells that have 
been somewhat injured by sectioning or centrifuging and thus can give 
misleading results for cytoplasm. 

In the meantime relatively little attention has been directed at the main 
part of most living plant cells, i.e., the vacuome. It has often been found 
that the osmotic concentration of plant cell sap, which is usually a mixture 
of plant juices forced out under pressure, increases in winter. Microscopic 
studies suggest that there is, indeed, an increase in “non-solvent space” 
in the vacuome in winter (Scarth and Levitt 1937), and Bailey (1954) 
has recorded definite changes in vacuolar form with changing seasons in 
pine cambial cells. Kern (1923), using a mercuric stain, suggested that 
there was an increase in protein content in winter in vacuoles of Syringa 
bark parenchyma cells, but others have pointed out that there is an increase 
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in tannin in the bark of several species of overwintering plants (Paech 1950, 
Levitt 1956). There is also a strong possibility that the marked sugar 
increases in autumn (Parker 1957, 1959) occur in the vacuome. Besides 
this, some vacuolar systems in pines are known to change from a sol to a 
relatively gelled condition in winter (Parker 1958) and a gelatinization 
of vacuolar content in winter was mentioned by Scarth and Levitt 
(1937). Vacuolar gelation is further discussed by Kiister and Héfler 
(1956). 

In view of this evidence, it became the purpose of the present research 
to determine the main physical changes in the bark phloem parenchyma 
cells, i.e., whether or not the cytoplasm became more fluid in winter and 
whether or not the vacuome became gelled. Particular attention was paid 
to axial phloem parenchyma cells since these are relatively large, easy to 
section, and have a high metabolic rate in summer. 


Method and Materials 


Collection, Sectioning, and Vital Staining:—Twigs of Pinus strobus L. 
were brought from the nearby forest and in about 15 minutes after severing 
from the tree’s lower branches, were sectioned in the laboratory. The work was 
carried out each month over a three year period: the first winter at Valhalla, 
New York where sampled trees were growing adjacent to the laboratory, 
the next summer in Woods Hole where twigs were brought from nearby 
Nobska Point, and finally in New Haven where twigs were brought from 
North Branford, 10 miles from the laboratory. Twigs between one and two 
years old were sectioned longitudinally on the radial surface by hand with 
a new single-edged razor blade. While wetting the cut surface with a 1:1 
mixture of sea water and distilled water, sections of bark and wood together 
were made and transferred to a slide with a similar water-sea water mix- 
ture. Sections were soaked in 1 : 1000 neutral red (“toluylene red,” National 
Aniline Div.) in distilled water, using one drop of neutral red solution and 
one of distilled water-sea water 2:1 for a period of two minutes to two 
hours. 

Micromanipulation:—This was carried out by two different means. One 
method involved the use of a Chambers micromanipulator. A glass rod 
was used to hold the section in place on a slide and a glass needle mounted 
in the manipulator to probe the cells. Needles were drawn out over a small 
flame from 3 mm. soft glass rod1. The needle was advanced in the rack at 
an angle to the section of about 15°. A 10X objective lens was used with 
10X oculars. 

Another method consisted of cutting the section with a piece of razor 
blade 3mm. wide and 5mm. long held perpendicular to the plane of the 
slide. Using a 3.5X objective, it was found possible to guide such a knife 
to single cells and cut them in two by slight pressure. After withdrawal 
of the blade, higher powers could be used to determine whether the contents 
of the cell were lost or not. 


1 Prepared by Carl Felder at Woods Hole, Mass. 
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Fixed Sections:—Samples of twigs about 5mm. long and 3mm, in dia- 
meter were treated as follows. Pieces were allowed to stand in one of 
Flemming’s fluids for 48 hours: 1 ml. of 10% aqueous chromic acid together 
with 10 ml. of 10% aqueous acetic acid made to 100 ml. with distilled water. 
Pieces were then passed through various grades of alcohol to absolute alco- 
hol to aleohol-xylene, xylene and then through a series of parlodion solutions 
ofsincreasing concentration after a method described by Johansen (1938). 
Pieces of twig were then removed with forceps from the parlodion, dipped in 
chloroform, then returned to the 10% parlodion and again dipped in chloro- 
form until a coat of parlodion surrounded the twig about 2mm. thick. 
Finally, the parlodion-twig pieces, after soaking six days in glycerine- 
95% alcohol 1:1 were sectioned on a sliding microtome while bathing cut- 
ting edge and parlodion in 95% alcohol. Resulting sections were removed 
from the back of the knife with a brush and mounted on an adhesive- 
coated slide (Johansen 1938). Slides were transferred through alcohol 
baths to 70% alcohol and soaked 10 minutes in Harris’s hematoxylin, rinsed 
in 70% alcohol, xylene, and mounted in balsam. This procedure was carried 
out in mid-winter and in mid-summer for two years. Slides were examined 
under 100 and 450X magnification with 6 v. illumination. 

Bromphenol blue-HgCle:—This stain was originally used in paper 
chromatography and was then applied in cytology as a stain for protein 
(Mazia et al. 1953). It is possible that it also stains ribonucleic acid 
(Brachet 1957). Sections made with a razor blade were soaked 15 mi- 
nutes in the bromphenol blue-HgCle made according to Mazia et al. 
(1953). They were then transferred to 0.5% acetic acid for 20 minutes, 
stirred, and finally soaked five minutes in distilled water-sea water 3: 1 
to bring out the deep blue color. Sections were then examined. 

Iodine-potassium iodide:—This was made according to the procedure 
mentioned before (Parker 1957) and applied to the sections in full 
strength for a period of at least one hour. 


Results 

Vacuome 

Neutral red effects:—During the summer it was found that the vacuome 
of the axial phloem parenchyma cells frequently aggregated into droplets 
as it took up neutral red. This is similar to the results described by 
Bailey (1954) in pines and referred to as “aggregation” by Weber 
(Kiister and Héfler 1956). The droplets enlarged from about the size 
of mitochondria to the size of large starch grains in a process of two hours. 
Aggregation often proceded while active streaming occurred in the sur- 
rounding cytoplasm. As noted by Kiister (1951) with other plants, the 
effect can be obtained with other stains as well. 

In winter, on the other hand, aggregation occurred only rarely. Ordi- 
narily in winter the vacuome stained asa single, evenly-colored entity, filling 
most of the cell, or as a double vacuolar system with the nucleus positioned 
between the two vacuoles. Some aggregation did occur in winter and this 
could be increased by repeatedly drying and remoistening the slide. In 
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summer, as well as winter, aggregation could be prevented by applying 
2 M sucrose beforehand; when droplets formed during staining, they could 
often be fused by addition of 2 M sucrose. 

Sol-gel condition:—The vacuome was found capable in winter of passing 
from a sol to a gel state, i.e., from a liquid of about 4 on the Seifriz 
(1920) scale to a gel of about 8, by means of adding 2 M sucrose to the 
section. Relative viscosity was judged by means of probing the cells with 
a microneedle or by cutting them open. A similar condition could be 
obtained by dehydrating the section in room air and then mounting in 
paraffin oil. It therefore seems probable that under conditions of low 
temperature when extracellular ice forms, the vacuome is fairly well gelled. 

In summer it was found possible also to bring about a partial gelation 
of the vacuome by adding 2 M sucrose. However, the gel formed was not 
so firm as in winter and appeared to take up less total space in the cell in 
summer. 

The main difference between the summer and winter vacuome seemed 
to reside in the proportion of relatively free water to solute. This solute 
may be largely tannin as suggested by Ehrlich’s reagent. But chromato- 
graphic separations in our laboratory made from whole pine bark extracts 
have revealed the presence of some six different phenolic compounds. 
Tannin is known to increase in winter in many plants (Peach 1950, Le- 
vitt 1956) but some of the solute increase may be explained by increases 
in such sugars as raffinose. Staining with Fehling’s solution (Tunmann 
1913) showed a weak brownish-yellow color in the vacuoles, but other 
compounds besides reducing sugars could bring out this color. As for 
proteins there was no positive proof that they were present in the vacuome 
of these cells. Staining with bromphenol blue resulted in no blue effect in 
the vacuome, so that if proteins occur there, free radicals must be taken 
up with other compounds such as sugars. Kern’s (1923) test for protein 
did reveal some reddish particles in the vacuome and sometimes red crystals 
in winter, but it is difficult to reproduce these results. 

Fixed Material:—Sections treated with Fleming's fluid and dehydrated 
revealed that the vacuome was highly susceptible to aggregation in summer, 
but not in winter. The summer sections clearly revealed the vacuolar 
material as a series of scattered or clumped droplets when stained with 
hematoxylin, while the main space of the vacuome appeared optically 
empty (Fig. 1 A). 

In winter, on the other hand, the vacuome was only rarely aggregated 
by the fixation treatment and most commonly appeared as a homogeneous, 
somewhat brownish mass in each cell (Fig. 1B). Such vacuolar material 
could be sectioned as solid material. Occasionally vacuolar material was 
broken loose in sectioning, but more often it remained intact in winter. 


Cytoplasm 


Plasmolysis:—During summer the cytoplasm was characteristically more 
adherent to the cell wall than in winter. This could be due to the condition 
of the cytoplasm as a whole, the ectoplasm, or the Hechtian strands. The 





Seasonal Changes in the Physical Nature 


condition of a gel is suggested by plasmolysis behavior in summer. When 
2 M sucrose was added to sections in summer there was a shrinkage of the 
entire cell including the cell wall, then sometimes a shrinkage of the 
vacuome without any further shrinkage of cytoplasm itself so that there 
was a separation between the vacuome and cytoplasm, a phenomenon 


SUMMER WINTER 


Figure 1. A and B: Fixed in Fleming’s Fluid dehydrated in alcohol, hematoxylin 
added. A: summer condition; p = aggregated vacuolar material, m = mitochondrion, 
s = starch grain, su = sudan black staining plastid. B: winter condition; dark area 
is vacuole; strands visible in cytoplasm. C and D: treated with bromphenol blue- 
HgCl,. C: summer condition. n = nucleus, s = starch grain. D: winter condition; 
mitochondrion-like particles in cytoplasm staining blue and masking nucleus (n). 
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referred to as “vacuolar contraction” (Gicklhorn and Weber 1927). 
When true plasmolysis occurred, it was usually of the “concave” type in 
summer. In winter the protoplast, at least of the older axial phloem 
parenchyma cells, plasmolyzed more readily than in summer and more 
often rounded up around a double or single vacuome. 

Starch Fall:—During the winter it was found that the adjacent ray 
cells of the phloem still contained starch grains in some of the more open- 
grown pines. Normally starch grains disappeared in the hardy tissue, but 
where they remained, they often were much smaller than in summer. The 
surprising thing was that these starch grains had sunk by gravity (in situ 
in the tree) to the lower side of the cells in winter. This was observed in 
two winters, but never in summer. In summer it was possible to obtain 
similar starch grains by keeping the twigs in subdued light for three days. 
Grains were then much reduced in size and resembled those in winter, but 
even under 1500 R. P. M.s centrifugation they would not throw down. The 
larger grains, however, could be centrifuged in summer. In the axial 
phloem parenchyma cells themselves, starch fall did not occur in winter, 
but nuclei were often found in the upper end of the cells in normal (un- 
centrifuged) bark as if they could move freely in winter but were more 
firmly anchored in summer. 

Bromphenol blue stain:—In summer the nuclei stained a dark purplish 
and were clearly outlined in a somewhat mottled bluish cytoplasm 
(Fig. 1 C). Two kinds of bodies appeared to stain blue in the cytoplasm: 
mitochondria which were left centripetally under centrifugation, and bodies 
associated with starch grains which were thrown down with the starch. 

In winter the nuclei, although staining blue, appeared to be frequently 
masked by a greater accumulation of the blue stain in the cytoplasm 
(Fig. 1D). This indicates an increased number of sites (—NH2, —COOH, 
—CO) for attachment of the stain, presumably on proteins in the cytoplasm. 
Possibly this is related to the increase in protein-carbohydrate bodies noted 
by Jeremias (1956) in wheat in winter and suggested to be a “glyco- 
protein.” 

Treatment with I,-KI:—In summer there was no effect with this stain 
other than the usual yellowish color in the cytoplasm and darkening of 
starch grains. But in winter, after one—two hours in the solution of Is-KI, 
the cytoplasm coagulated into large droplets about the size of large starch 
grains. This suggests a different cytoplasmic condition in winter for which 
there is at present no explanation. 


Summary 


Changes in the vacuome and cytoplasm of phloem parenchyma cells of 
Pinus strobus were observed from summer to winter over a three year 
period. These changes were evidenced mainly by aggregation of the 
vacuolar contents with vital stains in summer but not usually in winter. 
Gelation of the vacuome could be induced in either season, but in winter 
the solid material appeared to take up more space in the cell when treated 
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with 2M sucrose than in summer. The same phenomenon of aggregation 
appeared in fixed material in summer but not in winter in most cases. 

Changes in the cytoplasm included an apparently greater fluidity in 
winter, either of whole cytoplasm or a part of it. This was suggested by 
plasmolysis behavior and starch fall in situ. Use of bromphenol blue stain 
indicated that there was an increased number of sites for attachment of the 
stain in winter in the cytoplasm. Use of I2-KI caused a coagulation of the 
cytoplasm in winter but not in summer. 
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Im Dunkeln aufgezogene Keimpflanzen der Angiospermen lassen in bezug 
auf das Auftreten und Fehlen von Pigmenten, in der Ausbildung der Organe 
und in der histologischen Differenzierung Besonderheiten erkennen, welche 
unter dem Begriff .Etiolement* zusammengefaft werden. Schon Gries 
(1857) beobachtete in den Assimilationsgeweben verdunkelt aufgezogener 
Pflanzen kleine, gelbliche oder auch fast farblose Plastiden, welche sich 
nach anschlieRender Belichtung zu typischen Chloroplasten entwickeln kén- 
nen. Pringsheim (1875) und Wiesner (1877) bestatigten diesen Be- 
fund und nannten die derartig veranderten Plastiden ,,Etiolinkérner*. 

Systematische Untersuchungen iiber die Struktur etiolierter Plastiden 
sind in der Literatur kaum zu finden. Strugger (1937) beobachtete die 
Plastiden etiolierter Helodea-Pflanzen lichtmikroskopisch. In einem amoe- 
boiden, farblosen Stroma konnte er ein bis vier trépfchenférmige, schwach 
gelblich gefarbte Gebilde finden, welche sich ahnlich wie die Grana der 
Chloroplasten mit Rhodamin B elektiv anfarbten. B 6 ing (1955) bestiatigte 
diesen Befund. Auch Grave (1955) und Fasse-Franzisket (1956) 
stellten fest, da die Plastiden etiolierter Pflanzen den von Strugger 
(1950, 1953, 1954a u. b und 1957 c, e) beschriebenen Proplastiden der meriste- 
matischen Zellen sehr ahnlich sind und sich nur durch ihre Gréfe von 
ihnen unterscheiden. Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Ley on 
(1953) und Deken-Grenson (1954) erbrachten keine neuen Erkennt- 
nisse, da sie ohne vergleichende lichtmikroskopische Beobachtungen gedeutet 
wurden. 

Im Hinblick auf die Lehre von der Kontinuitat der Plastiden (Meyer 


1 Ponta Grossa (Parana), Brasil. 
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1883 und Schimper 1883) war es das Ziel dieser Arbeit, mit Hilfe der 
neueren Erfahrungen der Plastidenforschung die Frage nach der Struktur 
der Plastiden der bei Dunkelkultur etiolierten Pflanzen durch vergleichende 
licht- und elekironenmikroskopische Untersuchungen an einem breiten 
Pflanzenmaterial zu bearbeiten. 


Material und Methodik 


Zur Analyse etiolierter Plastiden wurden mono- und dikotyle Pflanzen 
ausgewahlt, die iiber reichlichhe Mengen von Reservestoffen verfiigten und 
daher in der Lage waren, iiber einen langeren Zeitraum ohne Hungersymp- 
tome sich im Dunkeln zu entwickeln. Eine besondere Beriicksichtigung fan- 
den einerseits die Liliaceen und andererseits die Papilionaceen. Es wurde 
darauf geachtet, da die Blatter, welche zur Untersuchung gelangten, nach 
Belichtung sicher noch im Stande waren, nachtraglich zu ergriinen. Durch 
solche Parallelversuche hatten wir die Gewifheit, daf noch keine irreversible 
Schidigung der Plastiden die Ergebnisse einschrankte. 

Die Kultur aus Samen, Zwiebeln oder Knollen wurde im Dunkellabora- 
torium bei 22°C durchgefiihrt. Von der Verwendung von Dunkelstiirzen 
wurde wegen der zu hohen Luftfeuchtigkeit und der damit verbundenen 
Verpilzungsgefahr abgesehen. Die Dauer der Dunkelkultur war von Objekt 
zu Objekt verschieden. Sie variierte zwischen 10 Tagen (kleinsamige Pflan- 
zen und kleine Zwiebeln) und 3—4 Wochen (grofe Zwiebeln und Knollen). 
Eine kurzzeitige Dunkelkultur wurde vermieden, weil die Ausbildung der 
typischen etiolierten Plastiden einen bestimmten Zeitraum bendtigt. In Tab. 1 
sind die Versuchspflanzen und der Zeitpunkt der Fixation sowie ihre Le- 
bensdauer bei Dunkelkultur zusammengefaft. 

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden wegen der intravitalen 
Empfindlichkeit der Plastiden am fixierten, mikrotomierten und gefarbten 
Material durchgefiihrt. Dabei konnten wir uns auf die methodischen Er- 
fahrungen von Strugger (1953, 1954b) und Grave (1955) stiitzen. 

Es stellte sich heraus, daf die etiolierten Plastiden gegeniiber den ver- 
schiedenen Fixiermitteln sehr empfindlich sind. Es wurden an den etiolierten 
Blattern von Allium cepa 40 verschiedene Fixiermittel nach den Angaben 
von Romeis (1948) vergleichend gepriift. Sehr gute Resultate, welche das 
Stroma und die Grana betreffen, ergaben nur wenige Fixiermittel: OsOs 
1—2%, Champy, Altmann und Kaliumbichromat 2%. Alle anderen Fixier- 
mittel zerstérten das Stroma oder die Grana; oft waren keine Reste der 
etiolierten Plastiden mehr zu erkennen. Essigséure zerstoért in jedem Fall 
neben den Chondriosomen auch die Plastiden. 

Die Objekte wurden mit dem Rasiermesser in Streifen geschnitten und 
mit dem Fixiermittel unter der Wasserstrahlpumpe infiltriert. Die Fixier- 
dauer betrug 6—24 Stunden. 

Die Einbettung erfolgte in Paraffin. Die Schnittserien (5 u.—10 wu) wur- 
den nach Strugger (1953) mit Sadurefuchsin oder mit Eisenhimatoxylin 
nach Heidenhain gefiarbt. Stroma und Grana sind dann nach geeigneter 
Differenzierung sehr gut zu beobachten. Im allgemeinen gilt die Regel, daft 
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solche Zellen gut fixiert sind, in deren Plasmawandbelag die Plastiden und 
Chondriosomen klar und ahnlich wie in vivo zu sehen sind, 

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde die Fixation 
mit 1%iger Osmiumsaure, gepuffert mit Veronalacetat auf pH 7, angewandt. 
Die Einbettung erfolgte in der iiblichen Weise im Methacrylatgemisch. Die 
Ultramikrotomierung wurde mit einem Ultramikrotom LKB nach Sjéstrand 


Tab. 1. Liste der untersuchiten Pflanzen mit Angabe des Pflanzenmaterials, aus 
dem die Versuchspflanze gezogen rourde, des Zeitpunktes der Fixierung nach Kei- 
mung oder Sprossung sowie der Lebensdauer der Pflanze im Dunkeln. Die Angaben 
der Lebensdauer beziehen sich auf Pflanzen, die im Februar angesetzt rmurden. 





Fixiert 
nach 


Pflanze | Gezogen aus | 


| Lebensdauer 





| 
Allium cepa |  Zwiebeln 5 Tagen 9 Wochen 
Lilium candidum |  Zwiebeln 5 Tagen 9 Wochen 
Hyacinthus orientalis |  Zwiebeln Tagen | 14 Wochen 
Scilla campanulata |  Zwiebeln 5 Tagen 4 Wochen 
Agapanthus umbellatus |  Zwiebeln 30 Tagen 25 Wochen 
Galanthus nivalis | Zwiebeln 5 Tagen 4 Wochen 
Eucharis grandiflora Zwiebeln Tagen 10 Wochen 
Crocus vernalis |  Zwiebeln 5 Tagen 4 Wochen 
Zea Mays Samen 5 Tagen 4 Wochen 
Triticum sativum Samen Tagen | 3 Wochen 


Phaseolus coccineus Samen | 6 Wochen 
Vicia faba Samen Tagen 6 Wochen 
Pisum sativum | Samen Tagen | 4 Wochen 
Cucurbita pepo | Samen 5 Tagen | 5 Wochen 
Lepidium sativum | Samen Tagen 3 Wochen 
Helianthus annuus | Samen 5 Tagen 4 Wochen 
Boussingaultia baselloides | SproBknollen | 30 Tagen 15 Wochen 
Solanum tuberosum | Sprofknollen | 30 Tagen | 18 Wochen 


durchgefiihrit. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden im elek- 
tronenmikroskopischen Laboratorium des Physikalischen Institutes mit dem 
Elmiskop I a von Siemens bei 80 kV hergestellt. Wir danken Herrn Dozenten 
Dr. Reimer fiir seine Hilfe. 


Lichtmikroskopische Ergebnisse 


Unter den Monokotyledonen wurde zuniachst Allium cepa besonders ein- 
gehend bearbeitet. Aus Zwiebeln wurde im Topf das etiolierte Blatimaterial 
gezogen, und es wurden nach 3 bis 4 Wochen sehr typisch etiolierte Blatter 
erhalten, deren mittlere Partie zur Fixation verwendet wurde. Zur Unter- 
suchung der jiingeren Entwicklungsstadien wurden vergleichsweise die jun- 
gen etiolierten Blatter von 1 cm Lange benuitzt. 

In den Mesophyllzellen der jungen Blatter konnten typische Proplastiden 
aufgefunden werden. Sie haben eine Lange von 0,8 bis 1,2 « und eine Breite 
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von 0,5 uw. [hr Stromaleib ist in der Form recht variabel (Amoeboidie), Das 
Primargranum ist eben noch zu sehen (0,3—90,4 u). aber seine Form ist nicht 
mehr exakt bestimmbar. 

Die Plastiden 3 bis 4 Wochen alter etivlierter Blatter sind wesentlich 
gréRer. Sie haben eine durchschnittliche Linge von 3—4 ~ und eine Breite 
von 2—3 uw. Vereinzelte Plastiden sind bis zu 9 uw lang. Ihre Gestalt ist kuge- 
lig bis ellipsoidisch und kann auch unregelmafiger sein, da das Stroma- 
plasma sicher einen amceboiden Gestaltswechsel zeigt. In jedem etiolierten 
Plastid ist meist ein lichtmikroskopisch durch seine sehr starke Fiarbbarkeit 
deutlich beobachtbares Granum zu finden. Seltener kemmen zwei Grana vor. 
Nur vereinzelt waren 3—4 Grana anzutreffen. Die GréBe der Grana variiert 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Allium cepa. Ausschnitt aus dem Plasmawandbelag einer Mesophyllzelle 
aus einem etiolierten Blatt. Jedes Plastid enthalt ein stark gefarbtes Granum. In 
dem schwach gefirbten Stroma treten gelegentlich Vakuolen auf. Fixierung: 
Champy. Farbung: Eisenhimatoxylin nach Heidenhain. Vergr. 2000: 1. 
Abb. 2. Allium cepa. Schematische Darstellung der in Mesophyllzellen etiolierter 
Blatter beobachteten Plastidentypen. 


zwischen 0,8 und 1,8 u. Ihre Gestalt ist rundlich bis abgeplatiet. Sie farben 
sich mit Kernfarbstoffen sehr stark (vgl. St rug ger 1954 b) und sehen sehr 
kompakt aus. Untersucht man lebende Zellen des Mesophylls etiolierter 
Blatter fluoreszenzmikroskopisch, so ist eine Rotfluoreszenz nur im Gra- 
num zu sehen. Das Stroma ist véllig fluoreszenzfrei (vgl. Strugger 
1954a). Es handelt sich wahrscheinlich um die Fluoreszenz des Protochloro- 
phylls und méglicherweise des Chlorophyllsa (S mith 1948). Die Abb. 1 
zeigt einen Ausschnitt aus dem Plasmawandbelag einer Mesophylizelle aus 
einem etiolierten Blatt. Das Stroma der gut mit OsQOs fixierten Plastiden 
erscheint schwach gefarbt und lichtmikroskopisch homogen. Wie die Abb. 1 
zeigt, treten im Stroma gelegentlich Vakuolen auf (vgl. Strug ger 1954b). 
Derartige Vakuolen konnten wir auch intra vitam sehen. Abbildung 2 zeigt 
cine Zusammenstellung der beobachteten Plastidentypen. 

Wir haben an zahlreichen Schnittserien den Versuch unternommen, die 
durchschnittliche Plastidenanzahl im etiolierten Mesophyll zu bestimmen. 
In einer Palisadenzelle befinden sich durchsechnittlich 200—250 Plastiden. 
In normal ergriinten gleich alten Blattern fiihren dagegen die Palisaden- 
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zellen nur 120—150 Chloroplasten. Daraus kénnen wir schlieBen, dak bei 
Dunkelkultur die Teilung der Plastiden aktiviert ist. Die Untersuchungen 
von Fasse-Franzisket (1956) an Agapanthus umbellatus haben ge- 
zeigt, daf} die Phase der Plastidenteilung sich auf das Stadium der Pro- 
plastiden in den Meristemen und der beginnenden postmeristematischen 
Differenzierung der Plastiden erstreckt. Die Befunde iiber die Struktur der 
Plastiden etiolierter Blatter zeigen eindeutig, daB durch die Dunkelkultur 
die Differenzierung der Proplastiden zu Jungchloroplasten véllig gehemmt 
ist. Die etiolierten Plastiden gleichen véllig den Proplastiden und zeigen 
nur ein GréRenwachstum wahrend der Entwicklung der Blatter im Dunkeln. 
Wenn also infolge der Dunkelkultur das proplastidische Stadium linger 

erhalten bleibt, so ist es 


cy Co @ auch im Zusammenhang mit 
vA 


den Befunden von Fasse- 
3) <a» <>, F ranzisket zu _erwarten, 
4 daft die Teilungstatigkeit lan- 

ger anhalt. 
(es) Cp) ore) An vielen Schnittserien ha- 
Abb. 3. Allium cepa. Schematische Darstellung ben wir an etiolierten Blattern 
des Teilungsverlaufes der Plastiden in etio- nach Plastidenteilungen ge- 
lierten Blattern. sucht. Wir fanden relativ hau- 
fig Zellen, in denen Plastiden- 
teilungen klar zu beobachten waren. Gegeniiber den Befunden von St ru g- 
ger (1953, 1954b, 1957c), BGing (1955) und Fasse-Franzisket 
(1956) an Proplastiden ergaben sich in bezug auf den Teilungsverlauf keine 
wesentlichen Unterschiede. Infolge der giinstigen Dimensionen etiolierter 
Plastiden waren aber auch die Teilungsstadien wesentlich besser lichtmikro- 
skopisch zu beobachten. Der Teilungsverlauf der Plastiden in etiolierten 
Blattern ist schematisch in Abb.3 dargestellt. Sowohl das Stroma als auch 
das Primargranum nehmen zunachst an Gréfe zu. Das abgeplattete, an- 
nahernd scheibchenférmige Primargranum wird in der Seitenansicht dicker 
und laRt eine deutliche Reduplikation zunachst angedeutet, spater de facto 
erkennen. Sind zwei Tochtergrana entstanden, so schniirt sich der Stroma- 
leib ein und es entstehen zwei kleine, identisch gebaute Tochterplastiden. 
Abbildung 4a zeigt Plastiden mit stark vergréfertem Primargranum, 
Abb. 4b laBt die Reduplikation klar erkennen; Abb. 4c¢ und d zeigen je 
ein Plastid in typischer Teilung. Zwei Tochtergrana sind eng benachbart 
zu sehen, und das Stroma zeigt die typische Einschniirung; Abb. 4 e zeigt 
ein Plastid mit zwei Tochtergrana. Diese Untersuchungen wurden an etwa 
15cm langen, noch im Wachstum befindlichen etiolierten Blattern durch- 

gefiihrt. 

Die lichtmikroskopische Untersuchung der etiolierten Allium-Blatter er- 
gab also das Resultat, daB durch die Dunkelkultur die Differenzierungsphase 
der Plastiden gehemmt wird und im etiolierten Blatt herangewachsene 
Proplastiden anzutreffen sind. Wird innerhalb der Vitalitatsgrenze der 
Pflanze Licht gegeben, so kénnen sich diese etiolierten Plastiden zu norma- 
len Chloroplasten entwickeln. Uber die Strukturverhialtnisse der Grana 
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vermag aber nur die elektronenmikroskopische Analyse Naheres auszusagen 
(vgl. S. 4). 

In gleicher Weise wie an Allium cepa fiihrten wir Untersuchungen an 
verschiedenen Monokotylen durch. Prinzipiell konnten keine Abweichungen 
vom Typus Allium fesigestellt werden. Auf feinere Verschiedenheiten soll 
aber kurz eingegangen werden. 


*, 
a, é 


Abb. 4. Allium cepa. Einige Phasen der Plastidenteilung. a vor der Teilung ist 

das Granum stark vergréfert; b die Reduplikation des Granums ist klar zu erken- 

nen; c, d typische Teilungsstadien der Plastiden mit beginnender Einschniirung des 

Stromas; e ein bigranulares Plastid; a—e fixiert nach Champy, Farbung: Eisen- 
haimatoxylin nach Heidenhain. Vergr. 2000: 1. 


Lilium candidum zeigt alle Einzelheiten wie Allium, nur die Dimensio- 
nen der Plastiden in dem etiolierten Material waren kleiner: 2,5—3,5 uw. Das 
Granum 0,5—1,2 u. 

Hyacinthus orientalis lie® im etiolierten Blattmaterial sehr schéne uni- 
granulaire Plastiden erkennen. Lange 6, Breite 44, Granum 1 yw (vgl 
Fig. 5a, b). 

Scilla campanulata ergab dieselben Resultate. Das Granum war hier 
wesentlich groBer (1,5 yu). 

Agapanthus umbellatus. Wahrend nach Strugger (1954b) die Pro- 
plastiden in sehr jungen Blattern sehr viel Starke im Stroma enthalten, 
sind in etiolierten Blattern unigranulare starkefreie Plastiden anzutreffen. 

Galanthus nivalis, Eucharis grandiflora und Crocus vernalis zeigen die 
gleichen Verhiltnisse wie Allium. Bei Crocus vernalis sind die etiolierten 
Plastiden haufig langgestreckt bandférmig (vgl. Abb. 6 a, b). 

16* 
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Unter den Gramineen wurden Zea Mays und Triticum sativum unter- 
sucht. Zea Mays lief sich unter allen untersuchten Monokotylen am besten 


fixieren. In jungen Bliittern 
der etiolierten Maispflanzen 
sind die mit 1 bis 3 Grana 
ausgestatteten Plastiden sehr 
reich an Starke, welche im 
Stroma eingebettet ist. Wer- 
den die etiolierten Blatter 
alter, so wird die Stromastiirke 
abgebaut. In diesem Zustand 
(2 Wochen Dunkelkultur) sind 
die Plastiden am besten zu 
untersuchen. Sie enthalten in 
einem abgeplatteten, rundli- 
chen Stromaleib (4—5 yp Durch- 
messer) 2 oder 3 Grana mit 
rund t uw Durchmesser. Manch- 
mal sind 2 Grana durch ein 
schmales, fadenformig erschei- 


Abb. 5. Hyacinthus orientalis. a Mesophyll- nendes Stiick miteinander ver- 


zelle aus einem etiolierten Blatt mit unigranu- bunden. Abbildung 7a und 7b 
laren Plastiden. Fixierung nach Champy, Far- geben diese Befunde wieder. 
bung: Eisenhimatoxylin nach Heidenhain. Die Plastiden der etiolier- 
Vergr. 2000:1. b schematische Darstellung ten Triticum-Pflanzen zeigten 
einiger Plastiden aus dem Mesophyll. dieselben Verhiltnisse, nur die 
Dimensionen waren kleiner 

als bei Zea Mays. (Durchmesser der Plastiden 2—3 uw, Grana 0,5—1 wu). 
Unter den Dikotyledones wurde zunachst Phaseolus coccineus unter- 
sucht. Die etiolierten Primiarblatter wurden 
nach zweiwochiger Dunkelkultur fixiert. Abb. 8 
zeigt eine Palisadenzelle in schematischer 
Darstellung. Die Zellen sind klein und relativ 
plasmareich. Die Vakuolen treten etwas zu- 
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Abb. 6. Crocus vernalis. a Ausschnitt aus dem Mesophyll eines etiolierten Blattes 

mit unigranuléren Plastiden. Fixiert nach Champy, Farbung mit Hamatoxylin nach 

Heidenhain. Vergr. 1000: 1. b einige uni- und bigranuliare Plastiden aus dem Meso- 
phyll in schematischer Darstellung. 


riick. Im Cyteplasma sind zahlreiche Plastiden vom Proplastidentypus 
zu beobachten, welche so dicht gelagert sind, daf sie sich oft gegenseitig 
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polygonal abplatien. Ihr Durchmesser betriagt etwa 2,5 u. Sie sind in ihrer 
Hauptmasse unigranular. Gelegentlich sind auch zwei Grana zu bemerken. 


bag we eo OO 


Abb. 7. Zea Mays. a einige Zellen aus einem etiolierten Blatt, deren Plastiden 

{—3 Grana enthalten. Fixiert nach Champy, Fiarbung mit Hamatoxylin nach 

Heidenhain. Vergr. 1000: 1. b schematische Darstellung einiger Plastidentypen aus 

einem etiolierten Blatt. Das Plastid enthalt 1—4 Grana. Im Stroma sind gelegent- 
lich kleine Starkek6rner zu erkennen. 


Vicia faba und Pisum sativum ergaben ganz ahnliche Bilder, nur Gré- 
Benschwankungen wurden bemerkt (Abb. 9). Bei Vicia faba sind die Pla- 
stiden etwas gréfer als bei Phaseolus 
coccineus. 

Bei Cucurbita pepo wurden zur Analyse 
der Plastiden die Kotyledonen der Keim- 
pflanzen nach zweiwoéchiger Dunkelkuliur 
herangezogen. Die Fixation war schwierig. 
doch gelang es. gute Bilder zu erhalien. 
Die etiolierten Plastiden der Palisadenzellen 
sind relativ klein. |hr Durchmesser betragt 
2.5—4 yu. Sie sind unigranulir. Der Durch- 
messer des Granums betrigt etwa 1 u. 
Ihre Form ist rundlich bis unregelmafig 





amoeboid. Au®er dem Granum sind noch 
{ bis 3 vakuolenihnliche, im fixierten und 
gefarbten Zustand auffallend lichtbrechende. 





ungefairbte Einschliisse im Stroma zu_be- 
obachten. Abbildung 10 gibt diese Beobach- 
tungen wieder. 




















Abb. 8. Phaseolus coccineus, Schematische Dar- 
stellung einer Zelle aus einem etiolierten Pri- 
marblatt. Die relativ kleinen, plasmareichen Zellen 
enthalten eine groBe Zahl uni- und bigranularer 
Plastiden, die sich teilweise gegenseitig abplatten. M = Membran, P = etio- 
liertes Plastid mit Primargranum, K = Zellkern, Cy = Cytoplasma, V = Vakuole. 
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Kotyledonen von Lepidium satioum wurden nach 10tagiger Kulturdauer 
untersucht. Auch hier waren die Plastiden proplastidenahnlich und meist 
unigranular. 

Boussingaultia baselloides bot durch ihre Brutknollen die Méglichkeit, 
gleichmaBige Dunkelpflanzen heranzuziehen. Die Plastiden etiolierter Blat- 
ter sind uni- oder bigranular und fiihren in ihrem Stroma schon geschichtete 
Starkekorner (vgl. Abb. 11). 


SOCCO®@ HeahBBHe 
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Abb. 9. Abb. 10. 


Abb. 9. Vicia Faba. Einige Plastidentypen aus einem etiolierten Primarblatt. 
Abb. 10. Cucurbita pepo, Plastiden aus dem Palisadenparenchym etiolierter Koty- 
ledonen. Auer dem Granum enthalten die Plastiden noch ein bis drei auffallend 

lichtbrechende, ungefarbte Einschliisse. 


Die Plastiden in den Kotyledonen etiolierter, zwei Wochen lang im 
Dunkeln gezogener Helianthus-annuus-Pflanzen waren meist bigranulir. 
Ihr Durchmesser betrug 3—4 u. Die Grana lieBen einen Durchmesser von 
1 w erkennen. Sie sind deutlich scheibchenférmig (vgl. Abb. 12a, b). Auch 
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Abb. 11. Boussingaultia baselloides, Plastidentypen aus etiolierten Blattern. Die 
Plastiden sind uni- oder bigranular und enthalten deutlich geschichtete Starkekérner. 


in etiolierten Trieben von Solanum tuberosum wurden 1—2 wu groke, pro- 
plastidisch gebaute unigranulare Plastiden gefunden, welche im Stroma 
haufig kleine, geschichtete Starkekorner fiihren. 

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen an einem breiteren Angio- 
spermenmaterial haben scnach zu recht einheitlichen Ergebnissen gefiihrt. 
Ubereinstimmend waren die Plastiden im Dunkeln heranwachsender Blatter 
in ihrer Entwicklung gehemmt. Sie bleiben im Dunkeln strukturell Pro- 
plastiden. So kann man das etiolierte Plastid als ein etwas herangewach- 
senes, vergroBertes Proplastid auffassen, welches aus amoeboidem Stroma- 
plasma und einem, manchmal mehreren stark farbbaren Grana_ bestehi. 
Proplastidisch ist auch die beobachtete Art der Teilung, welche in Dunkel- 
kultur lange anhalt. Funktionell handelt es sich um Amyloplasten; sie kén- 
nen sich jedoch, falls bei langerer Dunkelkultur keine Schadigung durch 
Nahrungsmangel eintritt, nach Lichteinwirkung zu normalen, multigranu- 
laren Chloroplasten entwickeln. 
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Die lichtmikroskopische Untersuchung ist aber nicht geeignet, iiber die 
Struktur des primiren Granums nahere Aussagen zu machen. Das Primiir- 
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Abb. 12. Helianthus annuus. a eine Zelle aus dem Palisadenparenchym eines etio- 

lierten Kotyledo. Die Plastiden sind meist bigranulir. Vergr. 1000: 1. b etiolierte, 
bigranulire Plastiden in schematischer Darstellung. 


granum ist, lichtmikroskopisch gesehen, ein mit Kernfarbstoffen sehr stark 
firbbarer Komplex, dessen innerer Bau und dessen wahre Gestalt nur elek- 
tronenmikroskopisch erfaBbar sind. 


Elektronenmikroskopische Untersuchungen 


Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung wurde die Auswahl der 
Objekte auf Grund der lichtmikroskopischen Erfahrungen iiber GréBe, 
Haufigkeit, Fixierbarkeit und systematische Stellung vorgenommen. Die 
Wahl fiel auf die etiolierten Laubblatter von Allium cepa, die etiolierten 
Primarblatter von Phaseolus coccineus und die etiolierten Kotyledonen von 
Cucurbita pepo. 

Allium cepa ergab in den mit OsO, fixierten und konitrastierten Ulira- 
diinnschnitten recht klare Bilder von den etiolierten Plastiden (Abb. 13 und 
14). Sowohl in ihrer Form als auch in ihrer Gréfe stimmen diese Gebilde 
mit den lichtmikroskopischen Befunden iiberein. Es kann kein Zweifel 
dariiber bestehen, da@ die Identifizierung einwandfrei gelungen ist. 

Gegeniiber dem sehr locker gebauten Cytoplasma heben sich die Plasti- 
den durch ihre elektronenoptische Dichte klar ab. Jedes Plastid ist von 
einer doppelt konturierten Grenzschicht umgeben, deren Breite etwa 150 A 
betragt. Das Stroma ist relativ locker gebaut und besteht aus sublichtmikro- 
skopisch dimensionierten fadigen Teilchen, welche schraubig gewunden sind 
(vgl. Strugger 1956b, 1957 d). Treten im Stroma vereinzelt Lamellen- 
stiicke auf, so konnte an Hand des Aufnahmematerials entschieden werden, 
daB diese Lamellen mit dem Granum zusammenhiangen. Die Dimension 
des Primirgranums in seinem kompakten (lichtmikroskopisch sichtbaren) 
Teil stimmt mit den lichtmikroskopischen Messungen iiberein, Je nach der 
Schnittrichtung ist das Primargranum rundlich bis langlich oval. Das dich- 
ier gebaute Primargranum enthalt etwa 150A grofe, kugelige Struktur- 
einheiten, welche dicht gepackt sind. Sie sind an ihrer Peripherie stark 
osmiophil, im Zentrum hell. Eine Anordnung zu Lamellenlagen ist bei 
giinstiger Schnittrichtung beobachtbar (Pfeil in Abb. 14). Das Primargra- 
num hat demnach wohl einen lamellaren Feinbau, was mit den Befunden 
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von Strugger und Perner (1956) und Perner (1956 a) iibereinstimmt. 
Das Granum der etiolierten Plastiden von Allium cepa ist aber nicht klar 





Abb. 13. Alium cepa. Zwei unigranulire Plastiden aus einem etiolierten Blatt. Die 

Grenzschicht, das Stromaplasma und je ein Granum mit aus diesem herauswach- 

senden Lamellen sind abgebildet. Fixation: OsO, 1%. Kontrastierung: Uranyl- 
acetat. 2%, Primarvergr. 16.500:1, nachvergréBert auf 25.200: 1. 


a” 


> 
Abb. 14. Allium cepa. Ein weiteres unigranulares Plastid aus einem etiolierten 
Blatt. Primarvergr. 16.500: 1, nachvergréBert auf 20.500 : 1. 


a 


vom Stroma abgetrennt, wie es die lichimikroskopischen Befunde vermuten 
lieBen. Vom Primargranum ausgehend ziehen deutliche, stark osmiophile 
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Doppellamellenziige in das Stroma bis zur Peripherie des Stromaleibes. 
Diese Bilder erinnern an die Strukturbefunde Miihlethalers (1955) 
und Perners (1956), welche an ergriinenden Proplastiden gewonnen wur- 
den. Wir kénnen auf Grund dieser Beobachtungen den Schlu® ziehen, daB 
die etiolierten Plastiden von Allium cepa zwar lichtmikroskopisch wie ver- 
gréRerte Proplastiden aussehen, aber im elektronenmikroskopischen Bild 
klar zeigen, da schon ein Zwischenentwicklungsstadium eingetreten ist, 
namlich das des Heranwachsens von Lamellen aus dem Primargranum. In 
dieser Phase wird dann allerdings die Entwicklung der Plastiden durch die 
Dunkelheit gehemmt. Elektronenmikroskopisch ist also der ,.proplastidische 


Abb. 15. Phaseolus coccineus. Teil einer Zelle aus einem etiolierten Primarblatt. 

Es sind fiinf in verschiedenen Ebenen angeschnittene Plastiden zu erkennen. Redhts 

oben ein Plastid mit zwei Grana, daneben ein unigranulares Plastid. Fixation OsQ,, 

1%, Kontrastierung: Uranylacetat, 2%. Primarvergr. 8800:1, nachvergr. auf 
15.500 : 1. 


Zustand“ der etiolierten Plastiden nur bedingt richtig. Die Proplastiden 
der meristematischen Zellen von Allium haben namlich nach Strugger 
(1957 c, 1959) noch keine aus dem Primargranum herausgewachsenen 
Lamellen. 

Im Primargranum, seltener im Stroma, konnten wir die schon vielfach 
beschriebenen osmiophilen Trépfchen haufig auffinden. Sie haben einen 
Durchmesser von 300—800 A (vgl. Miihlethaler 1955, Perner 1956). 
Es ist bemerkenswert, da diese Gebilde auch in etiolierten Plastiden 
beobachtbar sind. 

Die etiolierten Primarblatter von Phaseolus coccineus waren fiir die 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen ausgezeichnet geeignet. Die 
Zellen sind plasmareich und haben nur kleine Zellsaftraume. Die Fixierung 
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war sehr gut. Die Identifikation der Plastiden bereitete nicht die geringsten 
Schwierigkeiten. Die Abb. 15, 16 und 17 geben die Situation gut wieder. 


Abb. 16. Phaseolus coccineus. Ein weiterer Ausschnitt aus einer Zelle eines etio- 

lierten Primarblattes. Rechts und links vom Zellkern ist jeweils ein Plastid ge- 

troffen, in dem sowohl das Primargranum, als auch die von ihm ausgehenden 

Lamellen deutlich zu erkennen sind, Fixation: OsO,, 1%, Kontrastierung: Uranyl- 
acetat 2%. Primarvergr. 8800:1, nachvergr. auf 12.750: 1. 


Abbildung 15 zeigt fiinf etiolierte Plastiden, welche in verschiedenen Ebe- 
nen geschnitten sind. Das rechts oben liegende Plastid besitzt zwei Grana, 
links davon liegt ein Plastid 
mit nur einem Granum. Die 
weiteren drei Plastiden sind 
mehr peripher getroffen, so 
da® nur die peripher vom 
Granum in das Stroma 
laufenden Lamellenziige zu 
sehen sind. In Abb. 16 ist 
rechts und links an der 
Peripherie des Zellkernes 
je ein Plastid getroffen, 


Abb. 17, Phaseolus coccineus. 

at. ae ° , Ein einzelnes  unigranuliares 

Plastid aus einem etiolierten 

Primarblatt. Die Plastidengrenzschicht, das aus blaschenférmigen Struktur- 

elementen aufgebaute Primargranum und die beginnende Lamellenbildung sind 

deutlich zu erkennen. Fixation: OsO,, 1%, Kontrastierung: Uranylacetat, 2%. Pri- 
marvergr. 8800:1, nachvergr, auf 20.750: 1. 
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in dem sowohl] das Primiirgranum als auch die von ihm ausgehenden 
Lamellen deutlich zu erkennen sind. In beiden Bildern sind sublichtmikro- 
skopische Plasmodesmen (vgl. Strugger 1957 a, b) zu sehen. 

Die Plastidengrenzschicht ist 150—200A breit. Eine deutliche Zwei- 
schichtigkeit konnten wir an diesem Objekt nicht sehen. Das Stroma ist 
locker gebaut. Das Granum besteht wiederum aus blaschenférmigen Struk- 
tureinheiten (Durchmesser 150 A). Diese Einheiten sind zu lamellenartigen 
Ziigen geordnet. Auch gréfere, osmiophile Trépfchen kommen vor, Vom 
Rande des Granums gehen Doppellamellenziige oft in groBen Bogen in das 
Stroma. 


Abb. 18. Cucurbita pepo. a zwei Plastiden aus einem etiolierten Kotyledo. Jedes 
Plastid enthalt ein aus vesikuliren Elementen aufgebautes Primargranum. Im 
oberen Plastid sind mehrere ,osmiophile Tropfen* zu erkennen. Fixation: OsQO,, 
1%, Kontrastierung: Uranylacetat, 2%. Primarvergr. 8800:1, nachvergr. auf 9800: 1. 
b ein weiteres Plastid aus einem etiolierten Kotyledo mit einem aus gitterahnlich 
angeordneten vesikuliren Elementen bestehenden Primargranum. Fixation: OsQO,, 
1%, Kontrastierung: Uranylacetat, 2%. Primarvergr. 8800:1, nachvergr. auf 
16.900 : 1. 


Auch Phaseolus bietet das Bild von Proplastiden, welche den ersten Schritt 
zur Ausbildung von Lamellen aus dem Primargranum vollzogen haben. 

Die etiolierten Kotyledonen von Cucurbita pepo waren nach 20 Tagen 
Dunkelkultur fiir elektronenmikroskopische Analysen sehr geeignet. In 
der Form und in allen Dimensionen stimmen die elektronenmikroskopisch 
aufgefundenen Plastiden mit den lichtmikroskopischen Befunden iiberein, 
so daB auch bei diesem Objekt die Identifikation einwandfrei méglich war 
(vgl. Abb. 18a und b). 

Die Plastidengrenzschicht ist eine Doppelschicht von 150—200 A Breiie. 
Das Stroma ist flockig und locker gebaut. Osmiophile Trépfchen sind, oft 
gehauft, im Stromaplasma nachweisbar (Durchmesser 400—600 A). Das 
Primiargranum ist hier typisch ausgebildet, wie es von Heitz (1954, 1956) 
und Perner (1956) fiir Chlorophytum beschrieben wurde. Eine sich von 
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der Peripherie des Granums in das Stroma hinein fortsetzende Lamellen- 
bildung war jedoch bei Cucurbita nicht zu erkennen. Die etiolierten Plasti- 
den von Cucurbita sind auch, elektronenmikroskopisch gesehen, typische, 
durch Wachstum vergréBerte Proplastiden. 

Das Primargranum besteht aus vesikuliren Elementen (Durchmesser 
150 A) (vgl. Perner 1956), welche an ihrer Peripherie stark osmiophil 
sind. Sie liegen geordnet gepackt, so daf ein gitterahnlicher, lamellenartiger 
Aufbau des Granums zustande kommt. Im Innern des Granums sind 
.osmiophile Tropfen* vereinzelt zu sehen. 

Auch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen haben gezeigt, dal 
die Dunkelkultur die Innendifferenzierung der Plastiden eindeutig hemmt. 
Wahrend unter normalen Lichtverhaltnissen die Proplastiden im Postmeri- 
stem und in der Zone der Zelldifferenzierung verhaltnismaBig rasch zu 
multigranulaéren, lamellar gebauten Chloroplasten unter gleichzeitigem 
Ergriinen heranwachsen, ist bei Dunkelkultur das Differenzierungswachs- 
tum der Proplastiden dauernd gehemmt. Durch Substanzwachstum ver- 
gréRert sich das Proplastid sowohl im Stroma als auch im Primargranum. 
An der Peripherie des Primargranums ist gelegentlich der erste Ansatz 
einer Lamellenbildung zu erkennen (Allium cepa, Phaseolus coccineus). 
Der proplastidische Habitus wird aber noch beibehalten und selbst die 
Amoeboidie des Stromas ist in beschranktem Umfange noch feststellbar. 
DaB diese Entwicklungshemmung bis zu einem individuell bestimmbaren 
Zeitpunkt der Dunkelkultur noch durch Belichtung aufgehoben werden kann, 
konnten wir experimentell an verschiedenen Objekten bestatigt finden. 

Deken-Grenson (1954) untersuchte elektronenmikroskopisch die 
Plastiden in etiolierten Blattern von Cichorium intybus. Er homogenisierte 
die etiolierten Blatter und analysierte das Homogenisat unter dem Elek- 
tronenmikroskop. Er zieht aus diesen Untersuchungen weitreichende 
Schliisse. Es ist daher notwendig, von uns aus zu dieser Arbeit kurz Stel- 
lung zu nehmen. 

Deken-Grenson (1954) kommt zum Ergebnis, daB die etiolierten 
Plastiden keine Grenzschicht besitzen. Auch das Granum konnte nicht auf- 
gefunden werden. Er vermutet, daf die lichtmikroskopisch feststellbaren 
Grana Starkekérner seien. 

Dazu bemerken wir folgendes: Die Homogenisation fiihrt zweifellos bei 
diesen labilen, proplastidisch gebauten etiolierten Plastiden zu einer weit- 
gehenden Zerstérung ihrer Struktur. Wir lehnen auf Grund unserer Er- 
fahrungen die Anwendung der Homogenisationsmethode zur Abklarung 
solch schwieriger cytologischer Fragen ab. Unsere gut fixierten Objekte 
zeigten im Ultradiinnschnitt klar eine Grenzschicht, einen Stromaleib und 
ein typisches Primargranum. Auf Grund der Erfahrungen iiber das elek- 
tronenoptische Verhalten von Starkekérnern (vgl. Strugger und Per- 
ner 1956) sind wir heute in der Lage, ein Primargranum von einem Starke- 
korn im Ultradiinnschnitt zu unterscheiden. Daher kénnen wir sagen, daft 
die Arbeit von Deke n-Grenson (1954) heute als iiberholt gelten kann, 
und die Sdchliisse, welche daraus gezogen wurden, kein Gewicht mehr haben 
kénnen. 
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Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Zehn monokotyle und acht dikotyle Pflanzen wurden im etiolierten 
Zustand nach strenger Dunkelkultur lichtmikroskopisch auf die Struktur 
der Plastiden hin untersucht. 

2. Unter 36 erprobien Fixiermitteln wurden als brauchbar nur 1—2%ige 
Osmiumsiure, die Fixationsgemische nach Altmann und Champy 
sowie 2%iges Kaliumbichromat gefunden. 

3. Die lichtmikroskopischen Untersuchungen ergaben, da® die etiolierten 
Plastiden stark vergréRerte Proplastiden sind, welche aus einem amoeboid 
formveranderlichen, schwacher farbbaren Stremaleib und einem mit Kern- 
farbstoffen sehr stark farbbaren Primargranum bestehen, Die Zahl der 
Grana kann bei einigen Pflanzen zwei bis vier betragen (Zea Mays und 
Helianthus annuus). 

4. Die Anzahl der Plastiden pro Zelle ist bei etioliertem Material von 
Allium cepa groéBer als bei gleichaltrigen normal ergriinten Blattern, 

5. Die Ursache fiir die erhéhte Anzahl der Plastiden im etiolierten 
Material ist das langere Anhalten der Teilungsfahigkeit der Plastiden. 

6. Der Ablauf der Plastidenteilung entspricht véllig den Befunden 
Struggers (1954) iiber die Teilung der Proplastiden. 

7. Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte. daf die etiolierten 
Plastiden noch proplastidischen Charakter besitzen. Sie haben eine sub- 
lichtmikroskopisch ausgebildete doppelte Grenzschicht. In das locker ge- 
baute Stroma ist ein dicht gebautes, angedeutet lamellares Primargranum 
eingebettet, welches in allen Einzelheiten mit den bisherigen elektronen- 
mikroskopischen Beobachtungen an Proplastiden iibereinstimmt. Bei Allium 
cepa und Phaseolus coccineus sind von der Peripherie des Primargranums 
Lamellenziige ausgewachsen, welche bis in die Peripherie des Stromas 
reichen. 

8. Der Status des Dunkeletiolements der Plastiden kann sonach nur als 
das Resultat einer Dunkelhemmung des Differenzierungswachstums der 
Proplastiden aufgefaft werden. 

9. Diese Hemmung des Plastidenwachstums ist nach Belichiung noch 
vollkommen reversibel, sofern die Dunkelkultur nicht iiber einen zu grofen 
Zeitraum ausgedehnt wird. 
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Bei Vitalfarbungsversuchen mit Neutralrot fiel uns mit grofer Regel- 
maBigkeit eine Erscheinung auf, iiber die nebst einigen erganzenden Beob- 
achtungen im folgenden berichtet werden soll. 


1. Antiklinaltrépfchen iiber der Innenepidermis 


Mit Neutralrot gefarbte Zwiebelhautchen (Innenepidermis), die in der 
iiblichen Weise mit einem Deckglas bedeckt werden, zeigen schon nach weni- 
gen Minuten eine Umlagerung des Farbstoffes aus der Vakuole in die Zell- 
wande (Strugger 1936, 1949). Dieser sogenannte Asphyxieeffekt kann 
durch Einschlu8 in Paraffinél (Luftabschluf!) noch beschleunigt werden. 

Bringt man also gut zwischen Filtrierpapier abgetrocknete Epidermis- 
hautchen mit der Kutikula nach oben in Paraffinél, so bemerkt man aufer- 
dem schon nach wenigen Minuten das Auftreten kleiner Trépfchen iiber den 
Antiklinen (= Radialwanden). Diese Trépfchen sind anfanglich sehr klein 
und haufig in mehreren parallelen Reihen angeordnet (Abb. 1). 

Aus dem Verhalten der Beckeschen Linie zu schlieBen, sind die Trépf- 
chen schwicher lichtbrechend als Paraffinél und also wohl fiir Wasser- 
trépfchen zu halten. Um Gasblasen handelt es sich nicht, wie ein Vergleich 
mit kiinstlich erzeugten Lufteinschliissen zeigt. Die Trépfchen werden bald 
zréBer und flieBen zusammen, so daf perlenschnurartige Trépfchenreihen 
entstehen (Abb. 2). Nun beginnen sich auch iiber den Periklinen (= Frontal- 
wanden) derartige Trépfchen zu bilden. 

Das Auftreten solcher ..Antiklinaltrépfchen* ist aber nicht mit der Vital- 
bzw. Wandfiarbung gekoppelt, denn ganz ahnliche Trépfchen kommen 
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auch an frischen ungefarbten Epidermishautchen zustande, wobei 
zu betonen ist, daf die Wasserabscheidung durchwegs iiber le benden 
Zellen stattfindet. 


> 


Abb. 1. Mit Neutralrot vitalgefarbte Innenepidermis der Zwiebelschuppe, einige 
Minuten in Paraffinél: 690 x. Uber den Antiklinen beginnen sich reihenweise 
Wassertrépfchen zu bilden. 


Abb. 2. Wie Abb. 1, aber etwas langer in Paraffinél; 3350 X. Uber den gefarbten 
Antiklinen perlenschnurartig gréfere Wassertrépfchen aufgereiht; auch iiber den 
Periklinen bereits Trépfchenbildung. 


Die gleichen Trépfchen kann man auch auf Schnitten von der Aufen- 
epidermis der Zwiebelschuppe nach Einschlu® in Paraffinél erhalten, Sie 
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erscheinen jedoch spater und nur sparlich und unregelmiaBig iiber die Zell- 
flichen verteilt. Von eigentlichen .Antiklinaltrépfchen* ist nichts zu sehen. 
Dagegen kann man iiber den Antiklinen eine feine Granulierung beob- 
achten, welche aber auf einer kérnigen subkutikularen Membraneinlagerung 
beruht. 


2. Poiarisationsoptik der Kutikula der Zwiebelschuppe 


a) Innenepidermis 
Die Epidermis der konkaven Innenseite der Zwiebelschuppe ist bekannt- 
lich von einer diinnen, schwer benetzbaren Kutikula iiberzogen, die sich an 
Querschnitten als optisch isotrop erweist. Dieses Verhalten entspricht der 
Regel, wonach die Kutikula im engeren Sinn aus reinem Kutin, einer optisch 
isotropen Substanz besteht (vgl. Sit te 1957 a). 


b) AuBenepidermis 

Die Kutikula der Epidermis an der konvexen AuBenseite der Zwiebel- 
schuppe ist derber bzw. dicker und erweist sich im Querschnitt zwischen 
gekreuzten Polarisationsfiltern als stark doppelbrechend. Zwischen Kutikula 
und Epidermisaufenwand tritt deutlich eine schwacher lichtbrechende bzw. 
isotrope Zone in Er- 
scheinung, bei der es sich 
offenbar um eine sub- 
kutikulare Pektinla- 
melle handelt, wie solche 
von Roelofsen (1952) 
polarisationsoptisch und 
von Scott et al. 
(1957) elektronenmikro- 
skopisch nachgewiesen 
wurden. 

Die Kutikula besitzt 
eine in bezug auf die 
Tangentialrichtung ne- 
gative Doppelbrechung Abb. 3. Querschnitt durch die Aufenepidermis der 
(Abb. 3), welche beim Zwiebelschuppe zwischen gekreuzten Polarisations- 
Erhitzen des Schnittes  filtern und Gipskompensator Rot I, ny waagrecht; 
verschwindet und beim 20 X- Kutikula gelb I; darunter isotrope (Pektin)- 
aiken sith ities lamelle rot I; darunter zellulosische Epidermisaufen- 
wand blau II; senkrechte Radialwand wieder gelb I; 


in vollem Umfang ein- ae ¥ 
g (auf Ilford Selochrome Plate). 


stellt. Diese bekannte 
Erscheinung ist nach A mbronn (1888) auf orientiert in die Kutinsubstanz 
eingelagerte Wachskristalle zuriickzufiihren. Der negative Charakter der 
Doppelbrechung laBt auf eingesprengte feinste Wachsplattchen aus radial 
gerichteten stabférmigen Wachsmolekiilen (Me yer 1938, Frey-Wyss- 
ling 1959, p. 57 ff.) bzw. auf chemische Bindung solcher Wachse (R oe lo f- 
sen 1952) schliefen. 


Protoplasma, Bd, LII/2 17 
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Die GréBe der negativen Doppelbrechung ist nicht unbedeutend: an 
einem langere Zeit in (konzentriertem) Glyzerin liegendem Schnitt wurde 
mit dem Kompensator nach Sénarmont in der zellulosischen Epidermis- 
auRenwand ein maximaler Gangunterschied von 102 my und fiir die Kuti- 
kula ein maximaler Gangunterschied von — 245 mu gemessen. Diese Werte 


sind durchaus mit den an den Kutikularschichten von Clivia gemessenen 
(Meyer 1938) vergleichbar. 

Negative Doppelbrechung bei Kutikeln im engeren Sinne scheint indes- 
sen nicht so selten zu sein, wie es urspriinglich den Anschein hatte. So konnte 
Roelofsen (1951) an den Staubfadenhaaren von Tradescantia eine 
schwache und spater (1952) an Clivia und anderen Xerophyten eine deut- 
lich negative Doppelbrechung der Kutikula feststellen. Die Kutikula der 
Riickenepidermis der Haftballen von Parthenocissus tricuspidata ist eben- 
falls negativ doppelbrechend (H arte1 1951 b). 

Innen- und Aufenepidermis der Zwiebelschuppe sind somit ein Muster- 
beispiel fiir den bei vielen Hygro- und Mesophyten auftretenden einfachen 
Normaltyp der Epidermisaufenwand: Auf pektininkrustierte Zellulose, 
deren auBerste Schicht bereits zellulosefrei ist, liegt eine ebenfalls zellulose- 
freie Kutikula, welche ihrerseits aus reinem Kutin (Innenepidermis) oder 
aus Kutin + Wachseinlagerungen (Aufenepidermis) besteht (vgl. Sitte 
1957 a, Abb. VI, 24a, Schema der EpidermisauBenwand). 


3. Elektronenmikroskopie der Kutikula der Innenepidermis 


Die in Abschnitt 1. beschriebenen .,Antiklinaltrépfchen* iiber der Innen- 
epidermis lassen im Antiklinalbereich submikroskopische Poren oder Diinn- 
stellen der Kutikula vermuten. 

Bisher konnten elektronenmikroskopisch Kutikularporen nur an Wasser- 
pflanzen (Elodea sowie in den Hydropoten von Nymphaea, Victoria regia 
und Euryale ferox; V o1z 1952) festgestellt werden. Lediglich auf den nicht- 
zellulosischen Scheiden einiger beweglicher Arten von Cyanophyceen und 
Schwefelbakterien konnten im Antiklinalbereich gesetzmafige Porengiirtel 
und -reihen nachgewiesen werden (Drawert und Metzner 1956, 1958 a 


und b). 


Die Praparation erfolgte in der iiblichen Weise (H6hnel 1877, Volz 1952) 
mit ca. 50% Chromsdure, auf der die Epidermishautchen aufgelegt und innerhalb 
weniger Minuten bis auf die Kutikula aufgelést wurden. Sofern der Abbau nicht 
zu weit fortgeschritten war — bei mehrstiindigem Verweilen auf 50% Chromsaure 
lést sich schlieBlich auch die Kutikula vollstandig auf —, konnten die Hautchen 
noch auf Wasser iibertragen und mit Tragernetzen unterfangen werden. Die Be- 
schattung erfolgte mit Gold-Palladium unter einem Winkel von ca. 30°. Einigemale 
wurden die ganzen Epidermishautchen auf Glasobjekttriger aufgezogen, getrocknet 
und beschattet und dann erst der Chromsdurebehandlung unterworfen. Die Beob- 
achtung erfolgte feucht und trocken im Phasenkontrast und unbehandelt oder be- 
schattet im Siemens ELM II bei einer Strahlspannung von 60kV. 

Die Kutikularhautchen der Innenepidermis sind leicht durchstrahlbar 
und geben bei geringer Vergréferung im EM (Abb. 4) einen ganz ahnlichen 
Aspekt wie im lichtoptischen Phasenkontrast. Uber den Antiklinen ist eine 
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gewisse Langsorientierung zu bemerken, wahrend die Periklinen mehr 
gleichhmafig granuliert erscheinen. Durch zu starken Abbau verursachte oder 
erst wahrend der Beobachtung als Bestrahlungartefakte aufklaffende Risse 
entstehen vornehmlich im Antiklinalbereich, was mit der erwahnten Langs- 
orientierung bzw. einer geringeren Widerstandsfahigkeit dieser Stellen im 
Zusammenhang stehen diirfte. 

Stark mit Chromséure abgebaute Kutikeln lassen das Aufklaffen solcher 
Spalten mit in der Zugrichtung gespannten teigigen Faden recht gut er- 
kennen (Abb. 5). Abschmelzende Teilchen sind ebenso wie Auflagerungs- 
reste unregelmakig gestaltet. 


Abb. 4. Elektronenmikroskopisches Durchstrahlungsbild der unbeschatteten Kuti- 
kula der Innenepidermis; 1650 <. Die querverlaufende Zellgrenze (Antiklinal- 
bereich) ist als Langsorientierung kenntlich, rechts einige aufklaffende Risse. 


Bei starkerer Vergréferung kann man am unbedampften Praparat im 
Durchstrahlungsbild jene Langsorientierung iiber den Antiklinen (Abb. 6, 
rechts) und eine granulare Struktur im periklinalen Bereich (Abb. 6, links) 
deutlich erkennen. 

Fadige Elemente sind indessen nicht vorhanden (Sitte 1958), wie 
namentlich die Ansicht der beschatteten Unterseite der Kutikula zeigt 
(Abb. 7). Es ergibt sich aber auch keine villige Strukturlosigkeit, sondern 
ein kérniger Aspekt, wobei iiber den Antiklinen noch eine mehr oder weni- 
ger deutliche Langsorientierung zu erkennen ist. Bei starkerer VergroRerung 
treten jene ,..Kérner“ klar in Erscheinung, wobei man gelegentlich recht- 
winkelig abgegrenzte Gebilde zu sehen glaubt (Abb. 8). 


17* 
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Abb. 5. Chromséureabbau der Kutikula; auf Zaponlackfolie; beschatiet 15.000 X. 
Aufklaffende Spalten von teigigen Zugfaden iiberspannt; am Rande abschmelzende 
kleine Teilchen; rechis kérnige Auflagerungsreste. 


Abb. 6. Wie Abb. 4; 15.000 X. Rechts Langsorientierung iiber den Antiklinen; links 
gleichmaBig granulare Struktur im periklinalen Bereich. 
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Abb. 7. Innenseite der Kutikula im Antiklinalbereich; beschattet; 8250 X. Koérnige 
Struktur mit schwacher Langsorientierung; die kurzen Querfalten sind Artefakte. 


Abb. 8. Wie Abb. 7. 34.000 X. Grobkérnige Struktur, deren einzelne Korner ge- 
legentlich regelmaBige Begrenzungen erkennen lassen (“). 
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Anders sieht die Oberseite der Kutikula aus (Abb. 9—11). Auch hier ist 
eine granulare Struktur zu erkennen (Abb. 9), der sich jedoch grobschollige 
Aufbriiche und kraterférmige Griibchen iiberlagern. Auch hier ist der Anti- 
klinalbereich durch eine gewisse Langsorientierung dieser Strukturen her- 
vorgehoben (Abb. 9). Wieweit das schollige rindenahnliche Aussehen als 
Praparationsartefakt zu werten ist, bleibe zunachst dahingestellt. 

Bei starkerer VergréRerung lassen sich stufenférmige, rundlich begrenzte 
Flachen erkennen (Abb. 10), wie sie als charakteristische Oberflachenformen 
fiir Adkrusten bekannt sind. Sitte (1957 b, Abb. VI, 20) konnte diesen 


> 


" «* ‘ bd 
~% » ¥ 


Abb. 9. AuBenseite der Kutikula im Antiklinalbereich; beschattet: 16,500 X. Granu- 
lare Grundstruktur mit scholligen Aufbriichen und kraterférmigen Griibchen. 
schichtenférmigen Aufbau besonders eindrucksvoll an partiell verseiften 


Korklamellen abbilden, welche einen Schichtenmischkérper aus abwech- 
selnden Kutin- und Wachslamellen darstellen (Sit te 1959). 
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Die hier untersuchte Kutikula der Innenepidermis besitzt zwar, nach 
dem optischen Verhalten zu urteilen (vgl. S. 249). keine Wachseinlagerungen, 
doch ist im Hinblick auf die schlechte Benetzbarkeit die Méglichkeit von 
Wachs a u f lagerungen nicht auszuschlieRen. Wurden ganze Epidermishaut- 
chen beschattet und dann erst mit Chromsaure prapariert, so kamen in der 
Tat grébere Auflagerungen zum Vorschein (Abb. 11), die den von Juniper 
(1959a und b) elektronenmikroskopisch nach dem Kohleabdruckverfahren 
abgebildeten kutikularen Wadchsiiberziigen nicht unahnlich sind. Wir sind 
dieser Frage aber noch nicht weiter nachgegangen. 

Offensichtlich ist es nun aber, daf die vermuteten Poren oder Diinn- 
stellen fehlen oder jedenfalls auf diese Weise nicht feststellbar sind. Das 
Fehlen von Kutikularporen stellten auch Scott et al. (1957) an Zwiebel- 
blattern und Juniper (1959 b) an einer Reihe anderer Objekte fest. 


Abb. 10. AuBenseite der Kutikula; beschatiet; 34.000 X. Stufenférmige. unregel- 
mafig begrenzte Flachen. 


4. Diskussion 


Beobachiungen, die iiber eine erhéhte Durchlassigkeit pflanzlicher Epi- 
dermen iiber Antiklinen (Zellgrenzen) sprechen, sind schon 6fter gemacht 
worden. 

Hier ist namentlich an die alteren Befunde von Buscallioni und 
Pollaci (1901—1902) zur Topographie der kutikulairen Transpiration zu 
erinnern, wonach diese iiber den Antiklinen gréfer ist als iiber den Peri- 
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klinen. Der Wasserdampf tritt iiber den Radialwinden starker aus, als 
iiber den tangentialen Frontalwanden, was sich an der Triibung eines auf 
das Blatt gegossenen Kollodiumhautchens aufert. Auch das Eindringen von 
Farbstoffen ist an den Antiklinen starker. 

Zu ahnlichen Feststellungen fiihrten die schénen fluoreszenzmikroskopi- 
schen Studien von Strugger (1938, 1939, 1949) an verschiedenen Laub- 
blattern. 

Die Frage der Wasser- und Stoffdurchliassigkeit pflanzlicher Epidermen 
ist aber nicht nur fiir die Transpirations- und Ausscheidungsvorginge, son- 


Abb. 11. AuBenseite der Kutikula; vor der Chromsiaurepraparation; beschattet; 
8250 X. Grébere Auflagerungen (Wachsabscheidungen?). 


dern auch fiir die Stoffeinwanderung von gréfter Bedeutung. Hier hat die 
Praxis (Blattdiingung, Schidlings- und Unkrautbekampfung) wertvolle An- 
regungen gegeben. Auch die neueren Befunde iiber Ektodesmen (Sc hu- 
macher und Halbsguth 1939, Scott et al. 1948, Lambertz 1954, 
Sievers 1959, Hassenkamp und Liese 1957, Huber e¢ al. 1957) 
haben dazu beigetragen, die Diskussion iiber das Durchlassigkeitsproblem 
der Epidermis bzw. Kutikula wieder aufzunehmen (vgl. Hartel 1951 a, 
Schumacher undLambertz 1956, Franke 1959). 

Wenn wir nur die Wasserwegsamkeit im engeren Sinne ins Auge fassen, 
so ist zunachst festzustellen, daB sowohl die zellulosischen Anteile der Zell- 
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wande als auch die vorwiegend aus besonders quellungsfahigen Pektinen 
bestehenden Mittellamellen der Wasserverschiebung nur geringen Wider- 
stand entgegensetzen und somit recht eigentlich die extrataszikuliren, bis 
an die Kutikula bzw. Kutikularschichten reichenden Wasserwege darstellen 
(Strugger 1938, 1939). 

Nehmen wir einen an die Oberflache des Blattes gerichteien Wasserstrom 
an, so muf von vornherein mit einem vermehrten Wasserangebot iiber den 
Antiklinen gerechnet werden. Denn in diesen, in die EpidermisauRenwande 
umbiegenden und aufspaltenden Radialwanden wird das Wasser heran- 
gefiihrt, weshalb denn auch in unserem Versuch zuerst iiber den Antiklinen 
und spater erst iiber den Periklinen die Wassertrépfchen enistehen. 

Vorher gilt es aber noch die Kutikula oder in anderen Fallen noch zu- 
satzlich vorhandene, kompliziert gebaute Kutikularschichten zu iiberwinden. 
Letztere pflegen als besonders wirksame Wassersperre submikroskopisch 
orientierte Wachseinlagerungen zu enthalten (Meyer 1938, Sitte 1957 a, 
Frey-Wyssling 1959). Es ist nun merkwiirdig, daf bei der gut unter- 
suchten Clivia nobilis gerade iiber den Antiklinen die Kutikularschichten 
schwiacher entwickelt sind (Frey-Wyssling 1959, Abb. 43). Uberhaupi 
ist .der Fall, da iiber den Zellgrenzen die Kutikula von einer kutinairmeren 
Felderung durchbrochen wird, wohl weit verbreitet* (K iis te r 1956, p. 693, 
dort weitere Lit.). 

In unserem Beispiel, der Zwiebelschuppe, ist sowohl die Ober- als auch 
die Unterseite von einer einfachen Kutikula iiberzogen. Diese stellen Auf- 
lagerungen von isotropen Kutin-Adkrusten im Sinne von Sitte vor, denen 
bei der Kutikula der Unterepidermis noch gerichtete, hydrophobe Membran- 
wachse eingelagert sind. Letztere sind wohl fiir das verzégerte, sparliche 
und unregelmaBige Auftreten von Trépfchen iiber der Aufenepidermis 
(vgl. S. 248) verantwortlich. Die Méglichkeit von Wachs a u f lagerungen mu 
aber auch bei der Kutikula der Innenepidermis in Betracht gezogen werden 
(vel. 5. 255), 

Die genannten Stoffe werden von den Protoplasten der Epidermiszellen 
ausgeschwitzt (ErguBwachstum!), wobei man annimmt, daf fliissige oder 
pastenartige Vorstufen — Prokutin, Wachsvorliufer in geléster Form — die 
zellulosischen Epidermisaufenwande durchsetzen (vgl. Frey-Wyssling 
1959, p. 54, 195). Erst an der Oberflache erstarrt und polymerisiert das Pro- 
kutin, wahrscheinlich unter Mithilfe des Luftsauerstoffs zu unléslichem 
Kutin. Man kann sich nun unschwer vorsitellen, daf jenen pastésen Massen 
bei ihrem Durchtritt durch das zellulosische Mizellarsystem der Zellwande 
gewisse Grobstrukturen aufgepragt werden, die sich auch noch nach dem 
Erstarren erkennen lassen: Lingsorientierung iiber den doppelbrechenden 
Radialwinden, gleichmaBig granularer Aspekt iiber den isotropen Tan- 
gentialwanden. 

Das reihenweise Auftreten der .,Antiklinalirépfchen* diirfte, soweit es 
nicht durch Kutikularfalten pradestiniert erscheint, in jenen Langsstruk- 
turen des Kutins seinen Grund haben. Ausgesprochene, elektronenmikro- 
skopisch darstellbare Kutikularporen diirfte es nicht geben. Scott et al. 
(1957) lassen allerdings die Méglichkeit offen, .,that, in the turgid living cells, 
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functional sieve-like canals are actually present in the cuticle but are not 
observable in the dehydrated, shrunken electronmicroscope preparations~. 

Das Kutin besitzt semihydrophile Eigenschaften (vgl. Sitte 1957, 
Frey-Wyssling 1959), ist also in geringem Ausmafe wasserdurch- 
lassig. Vielleicht darf man sich die Kutikula als eine Geriiststruktur mit 
sehr feinen variablen Poren von molekularer Gréfenordnung vorstellen 
(Hartel 1951a), in die neben Wasser auch Salzmolekiile eindringen 
konnen (Franke 1959). 


5. Zusammenfassung 


Werden Stiicke der Innenepidermis der Zwiebelschuppe von Allium 
cepa in Paraffinél eingebettet, so bemerkt man schon nach wenigen Minuten 
iiber den Antiklinen (Zellgrenzen) kleine schwicher lichtbrechende, reihen- 
weise entstehende Trépfchen. Es diirfte sich um Wasserabscheidungen han- 
deln, die spater auch iiber den Periklinen auftreten. 

Die Kutikula ist optisch isotrop, doch sind méglicherweise submikro- 
skopische Wachs a u f lagerungen vorhanden. Den ,,Antiklinaltrépfchen* ent- 
sprechende Poren oder Diinnstellen liefen sich elektronenmikroskopisch 
nicht nachweisen. Lediglich eine gewisse Lingsorientierung der Bauelemente 
ist iiber den Zellgrenzen zu erkennen, womit die reihenweise Trépfchen- 
abscheidung in Zusammenhang stehen kénnte. 

Von innen betrachtet, besitzt die Kutikula im EM ein kérniges Aussehen: 
die AuBenseite weist noch schollige Aufbriiche, unregelmaBige Auflagerun- 
gen (Wachsabscheidungen?) oder auch stufenférmige Flachen auf, wie sie 
sonst fiir schichtenformig aufgebaute Adkrusten charakteristisch sind. 

Die Kutikula der Au Benepidermis ist in Beziehung auf die Tangen- 
tialrichtung negativ doppelbrechend, besitzt also gerichtete Wachseinlage- 
rungen. An Schnitten der Aufenepidermis sind auch keine eigentlichen 
.Antiklinaltrépfchen“ zu erhalten. Die Kutikula ist fiir die elektronen- 
mikroskopische Durchstrahlung zu dick. 
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Rosettensystrophe in Thioharnstoff-Zucker-Mischlésungen 
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Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die Wirkung von Schutz- 
stoffen gegen Bestrahlung pflanzlicher Plasmen mit ultraviolettem Licht 
(Biebl, Url und Janecek 1960) wurde auch der Thioharnstoff (THH) 
wegen seines hohen Bromidpotentials und wegen seiner guten Permeier- 
fahigkeit als Strahlenschutzstoff verwendet. Hauptversuchsobjekt war bei 
diesen Untersuchungen die Innenepidermis der Zwiebelschuppe von Allium 
cepa. Bei Versuchen, die Permeationsgeschwindigkeit des THH an diesem 
Objekt zu bestimmen, ergaben sich einige zellphysiologisch interessante 
Befunde, iiber die hier kurz berichtet werden soll. 

THH wurde bei Permeabilitatsuntersuchungen oft verwendet (vgl. die 
Zusammenstellung von Versuchsergebnissen bei Hofmeister 1942). Es 
zeigte sich, daf die meisten pflanzlichen Plasmen durch hypertonische 
Lésungen in kurzer Zeit schwer geschadigt bzw. getétet werden. Hofler 
(1939) untersuchte besonders die Nekrose der fiir Harnstoff hochpermeablen 
Stengelhautzellen von Gentiana Sturmiana in THH-Lésungen und beschrieb 
eingehend den Absterbeverlauf. 

Auch die Allium-Zellen sterben in hypertonischen Lésungen von THH 
in kurzer Zeit ab. Bei Versuchen mit einer 1.0 molaren Lésung trat zunachst 
konkav-buchtige Plasmolyse ein, wobei sich zahlreiche Hechtsche Faden bil- 
deten. Nach 20 Minuten waren die Protoplasten noch nicht perfekt gerundet. 
Eine plasmometrische Vermessung einzelner Protoplaste ergab iiber meh- 
rere Minuten keine Anderung. Nach 40 Minuten hatten einige Zellen kleine 
Kappen. Im Phasenkonirast zeigte sich, daf die Zellen durchweg pramortal 
waren. Die Chondriosomen waren degeneriert und die Kerne hellten im 
Dunkelfeld auf (vgl. Biebl und Url 1958). Ein Deplasmolyseversuch 
verlief negativ. Die Menisken veranderten ihre Form nicht. Das Plasma 
war im THH erstarrt. Diese Erscheinung beobachtete schon Hofmeister 
(1935), z. B. bei Versuchen an Potamogeton. Er schreibt, daf in 1,5 mol. THH 
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die Protoplasten platzen, bevor die Plasmolyse zuriickgegangen ist (I. ¢. 
5.32). Hoéfler (1939) beschreibt diese Erscheinung dann eingehender an 
den Tonoplasten von Gentiana Sturmiana. Hier quillt das Plasma stark auf, 
wihrend der Tonoplast seine GréBe nicht verandert. Er erstarrt, und wird, 
da weiter THH in die Vakuole permeiert, durch den wachsenden Innen- 
druck gesprengt. 

Da eine Permeabilitatsbestimmung also auch an den Allium-Zellen im 
Totalversuch nicht méglich war, versuchte ich eine Partialbestimmung. H o f- 
meister (1935) erwahnt, daf im Partialversuch THH von allen Objekten 
gut vertragen wird. Da es zunachst nur auf die Bestimmung der GréRen- 
ordnung ankam, wahlte ich die Hofmeistersche Partial-Deplasmolysezeit- 
Methode (Hof meister 1949, S. 91). Innenepidermisstiickchen von Allium 
wurden dazu in eine Mischlésung aus 0,45 mol. Traubenzucker (TZ) 
+ 0,5 mol THH eingetragen. Nach 25 Minuten war alles kerbig plasmolysiert 
und die Zellen zeigten leichte Plasmastrémung. Nach 90 Minuten war in den 
Zellen weit fortgeschrittene Plasmasystrophe zu sehen. 
In der Nahe des Kernes zeigte sich starke Netzbildung und dicke Plasma- 
stringe und Plasmalamellen durchzogen den Protoplasten !. Die Menisken 
waren dagegen vollig hyalin! Nach 4 Stunden war in allen Zellen eine 
scharfe, perfekte Plasmasystrophe eingetreten. Die Systrophen sind den von 
Schindler (1938, S. 198, hier die erste Zeichnung), Lanz (1942) und 
Germ und Kietreiber (1956) beschriebenen .Rosettensystro- 
phen“ bzw. ,radiaren* Systrophen sehr ahnlich. Abb, 1 zeigt im 
Photo ein solches Stadium im Phasenkontrast, die radial liegenden kleinen 
Vakuolen sind gut zu sehen. Der Kern ist nicht sichtbar, da er vom geballten 
Plasma verdeckt ist. Die dunklen Kérnchen sind hauptsachlich Sphairosomen. 
Das iibrige Plasma ist praktisch véllig frei von Organellen. Die Organellen 
sind am Rande des Systropheklumpens oft gut sichtbar. Die Chondriosomen 
sind etwas abgekugelt, ein Vorgang der aber bei verschiedensten, auch schon 
sehr schwachen, Alterationen eintritt. Im Plasma des Systropheklumpens 
ist leichte Str6mung zu sehen. 

Nach 19 Stunden zeigten die Zellen nur mehr ganz schwache Plasmolyse 
(Permeation des THH!), die Organellen waren noch gut erhalten. In allen 
Zellen ist schwachste BMB zu beobachten. Die starken Systrophen waren 
hier noch erhalten. 

Ein Kontrollschnitt in reiner 0.8 molarer TZ-Lésung war nach 23 Stunden 
gut plasmolysiert und in allen Zellen war starke Plasmastrémung zu beob- 
achten. Die Chondriosomen sind hier langlich-schlank und nicht abgerundet 
wie in der Mischlésung. In den Zellen zeigt sich keinerlei Systrophe. 

Die Erscheinung, daf in THH-Mischlésungen schnell Systrophe eintritt, 
war bei einigen Partialversuchen nach der plasmometrischen Methode — also 
mit Vorplasmolyse in reiner TZ-Lésung — noch deutlicher zu beobachten. 
So wurden z.B. Epidermisstiicken nach dreistiindiger Vorplasmolyse in 
0.5 mol TZ in eine Mischlésung aus 0,5 mol TZ + 0,4 mol THH iibertragen. 


1 Die Terminologie folgt den Arbeiten von Germ (1932, 1933a, b), vgl. auch 
Kiister (1956). 
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Wahrend sich die Protoplasten verkleinern, halt die Strémung zunichst un- 
vermindert an. Nach 15 bis 20 Minuten wird sie schwacher, grébere Plasma- 
strange bilden sich aus und gleichzeitig beginnt die systrophe Verlagerung. 
Nach 90 Minuten ist schon in den meisten Zellen perfekte Rosettensystrophe 
eingetreten. 

Bei einigen Partialversuchen waren wihrend der Riickdehnung auffallige 
Bilder zu beobachien. Die Menisken dehnten sich in diesen Fallen nach der 
Einstellung des Gleichgewichtes kurze Zeit normal zuriick, blieben dann 
aber stecken. Aus den Menisken stiilpten sich nun nach einigen Minuten 
bruchsackférmige Blasen aus, die immer gréfer wurden. Abb. 2 zeigt einen 
solchen Fall. In vielen Fallen entstanden auch 2 oder 3 Blasen an einem 
Meniskus. Die Plasmastrémung halt unterdessen unvermindert an. In der 
Abb. 2 sind Plasmastrange zu sehen, wie sie ja vor Eintritt der perfekten 
Systrophe, besonders in den THH-Mischlésungen, immer entstehen. Diese 
Strange setzen sich auch in die Blase fort. Wo mehrere Aussackungen ent- 
stehen, verschmelzen diese beim Gréferwerden nicht, sondern platten sich 
gegeneinander ab. Es scheint also, als wiirde hier auch eine gewisse V er- 
festigungdesPlasmalemmas stattfinden und nicht nur eine solche 
des Tonoplasten wie bei Gentiana Sturmiana. Das Binnenplasma wird da- 
gegen offenbar nicht besonders verandert. Die Plasmastrémung halt an und 
selbst nach Sistierung derselben ist BMB durch viele Stunden zu beobachten. 

Bei den Allium-Zellen war bei den verschiedensten —THH-Versuchen 
kaum je starkere Plasmaquellung zu sehen. Das steht im Einklang zu 
Héflers Auffassung, daf rasche nekrotische Veranderung durch THH be- 
sonders an solchen Plasmen zu beobachten ist, welche eine rapide Harn- 
stoffpermeabilitat besitzen, also dem ,,Porentyp~ angehéren (H 6 fler 1939, 
S. 141). Die Allium-Innenepidermiszellen haben dagegen eine recht nied- 
rige Harnstoffpermeabilitat (P’ um 0,1). 


Nachdem es sich gezeigt hatte, da Zusatz von THH zu Zuckerlésungen 
rasche Plasmasystrophe auslést, sollten einige weitere Versuche dartun, wie 
sich die Zellen in Lésungen mit wechselndem Zucker- bzw. THH-Gehalt 
und in hypotonischen reinen THH-Lésungen verhalten. Dazu wurden Innen- 
epidermisstiickchen zunachst in folgende Lésungen gebracht: 0,6 mol TZ 
und 0,4 mol TZ, beide Lésungen dann je mit Zusatz von 0,1 mol, 0,2 mol und 
0.4 mol THH. Zu den 0.6 molaren TZ-Lésungen wurde auch je 0,4 mol Harn- 
stoff und Glyzerin zugesetzt. Die Ergebnisse der Versuche waren folgende: 


1. Durchsicht; 3 Stunden nach dem Einlegen in die Lésungen 


0.4 mol TZ: Ganz schwache Plasmolyse. Beste Plasmastrémung. 0.4 mol 
TZ+ 0,1 mol THH: Beginnende Plasmasystrophe. Die Nucleoli und die 
Kernfalte sind wegen des Plasmamantels um den Kern nicht mehr sichtbar. 
Die Zellen zeigen gute Plasmastrémung und vor allem deutlich ausgebildete 
Plasmastrange. Dazu ist zu bemerken, daf auch in normalen Zellen oft 
dickere Strange strémenden Plasmas zu beobachten sind. Daneben sieht man 
aber immer ein flachige Zirkulationsstrémung fast des gesamten Plasmas. 
Diese tritt nun schon bei einem Zusatz von 0,1 mol THH stark zuriick. 

0.4 mol TZ + 0.2 mol THH: Schwache Strémung und guie Sammlungs- 








Abb. 1 

Traubenzucker + 0,3 mol Thioharnstoff. Die randlichen Vakuolen sind gut erkennbar. 
Abb. 2. Bruchsackbildung bei Plasmolyse mit 0,6 mol Traubenzucker + 0,3 mol 

Thioharnstoff. 
Abb. 3. Perfekte Rosettensystrophen in 0,4 mol Traubenzucker + 0.4 mol Thioharn- 
stoff. 
Abb. 4. Plasmaballen mit Vakuolen bei Plasmolyse mit 0,4mol Traubenzucker + 
0.2 mol Thioharnstoff. Die Ballen, in denen Spharosomen gut sichtbar sind, liegen 
auRerhalb der Protoplasten im Vorraum. Die Umrisse der Protoplastenmenisken 
sind deutlich erkennbar (die doppelie Kontur ist dadurch bedingt, da® hoch ein- 
gestellt wurde. nicht etwa durch Kappenplasmolyse). 
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tendenz des Plasmas. Starke Plasmastrainge. Die Plasmolyse ist starker als 
in reiner 0,4 molarer TZ-Lésung (Plasmolysegrad etwa 0,780). 

0.4 mol TZ + 0,4 mol THH: Alles Plasma ist hier um den Kern gesam- 
melt. Die Kerne liegen samtlich im unteren Plasmawandbelag (vel. 
Jarosch 1956, S. 481, Url 1959b, S, 407). Perfekte Rosetten sind allerdings 
in der Minderzahl. Meist ziehen vom Kern aus Plasmastrange und -segel 
quer durch den Protoplasten und teilen ihn so in zwei Teile (vgl. dazu 
Germs Beobachtungen an Drosera rotundifolia, 1932, S. 614). Im oberen 
Plasmawandbelag, der iiber dem Kern liegt, sieht man die Ansatzstellen 
der Lamellen als feine Faden eine netziges Muster bilden. Die Umbildung 
der beim Systropheeintritt entstehenden Plasmastrainge zu Lamellen be- 
schreibt auch Lanz (1942, S. 384). Die Protoplasten auBerhalb des Systro- 
pheklumpens sind, wie erwahni, vollig hyalin und ohne Organellen. Nur 
einige Male konnten hier einzelne Spharosomen beobachtet werden. Sie 
bauchten die Plasmagrenzschichten aus, wie etwa ein runder Gegenstand, 
der zwischen zwei gespannten Papieren liegt. In diesem Stadium ist prak- 
tisch das gesamte Binnenplasma im Systropheklumpen vereinigt. Die Menis- 
kenwand besteht also im wesentlichen nur aus Plasmalemma und Tonoplast. 
Kiister (1935) verwendete deshalb solche Stadien auch zur Bestimmung 
des Protoplasmavolumens. 

Im iibrigen ist in den Zellen iiberall leichte Str6mung und gute BMB zu 
becbachten, auch in den Zellen mit perfekter Rosettensystrophe. Die Plasmo- 
lyse ist starker als in 0,4 mol TZ + 0,2 mol THH, der Grad betragt um 0,740. 
Auffallig sind zahlreiche Plasmakugeln, die auferhalb der Menisken im 
Vorraum schweben cder der Zellwand anliegen und an das ,,intravakuolire 
Plasma“ erinnern (vgl. Gre b 1936, S. 15, hier auch weitere Literatur). Die 
Abb. 3 und 4 zeigen solche Gebilde im Phasenkontrast bei verschiedener 
VergréRerung. Die Kugeln besitzen oft Vakuolen, in Abb. 4 erkennt man 
im Plasma auch Sphiarosomen. Diese Plasmakugeln liegen hier also im Vor- 
raum, nicht in der Vakuole. Das haufige Auftreten dieser Gebilde hangt 
vielleicht mit Wirkungen des THH zusammen und nicht so sehr mit der 
starkeren Plasmolyse. In 0.6 mol TZ, wo sich ein noch starkerer Plasmolyse- 
grad einstellt (etwa 0.6), traten diese Gebilde namlich nicht auf, Abb. 3 
zeigt auch wieder schéne Beispiele von Rosettensystrophen mit randlichen 
Vakuolen am Systropheklumpen. 

0.6 mol TZ: 1. Beobachtung etwa 4 Stunden nach dem Einlegen. Gute 
Plasmastrémung und Ausbildung schwiacherer Strange (Abb. 5). Dagegen 
keinerlei Ansatz zu Plasmasystrophe. Plasmolyesgrad etwa 0,6. 

0.6 mol TZ +0.1 mol THH: Gute Strémung und schwache Systropheten- 
denz. Uberall sind Strange gut ausgebildet. Die Abb. 6 zeigt auch deutlich 
das um den Kern liegende Plasma. 


0.6 mol TZ + 0.2 mol THH: Gute Strémung und mafige Sammlungsten- 
denz des Plasmas. Es sind deutlich dicke Strange ausgebildet. Perfekte 
Rosetiensystrophen sind nicht zu beobachten. 

0.6 mol TZ + 0,4 mol THH: In den meisten Zellen ist perfekte oder fast 
perfekte Rosettensystrophe zu beobachten. Einige Zellen zeigen auch typi- 








aAye 
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Abb. 5. Plasmolyse in 0,6 mol Traubenzucker. 4 Stunden 15 Minuten nach dem Ein- 
legen der Zellen in die Lésung photographiert. 

Abb. 6. Plasmolyse in 0,6mol Traubenzucker + 0,1 mol Thioharnstoff. 4 Stunden 
23 Minuten nach dem Einlegen der Zellen in die Lésung photographiert, Zentrierung 
des Kernes und leichte Sammlung des Protoplasmas. 

Abb. 7. Plasmolyse in 0,6 mol Traubenzucker + 0,4 mol Thioharnstoff. 4 Stunden 
50 Minuten nach dem Einlegen der Zellen in die Lésung photographiert. Fast per- 
fekte Rosetitensystrophen. Eine Zelle mit Prolaps des Kernes, 

Abb. 8. Plasmolyse in 0,4 mol Traubenzucker + 0,4 mol Thioharnstoff. Etwa 48 Stun- 
den nach dem Einlegen der Zellen in die Liésung photographiert. Die Systrophe ist 
zu einem Plasmazwickel aufgelist. In einer Zelle sind um den Plasmazwickel lie- 
gende Hyaloplasmakugeln oder -ballen zu sehen, 

Protoplasma, Bd. LII/2 18 
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sche Prolapse (Abb. 7). Das Bild der Zellen ahnelt dem der Zellen aus 
0.4 mol TZ + 0,4 mol THH. In den Systropheklumpen gibt es schwache Strié- 
mung und BMB. Die stark kontrastierten dunklen Punkte in der Abb. 7 
sind kleine Plasmaklumpen, die auferhalb des Protoplasten liegen. 


0,6 mol + 0,6mol Glyzerin: In fast allen Zellen starke Strémung. 
Plasmastringe sind nicht oder kaum ausgebildet. Die Plasmolyse ist starker 
als in den Zellen aus der Mischlésung 0,6 mol TZ + 0,4 mol THH, da ja der 
THH schneller permeiert (die Beobachtung erfolgte unmittelbar hinter- 
einander). 


0.6 mol TZ + 0,4 mol Harnstoff: Stark imperfekte Plasmolyse. Vielfach 
auch geteilte Protoplasten. 


2. Durchsicht, 24 Stunden nach dem Einlegen 


0,4 mol TZ: Grenzplasmolyse. Beste Str6mung, die Organellen sind nor- 
mal, 


0,4 mol TZ + 0,1 mol THH: Ganz schwache Plasmolyse, gute Strémung 
und schwache Sammlungstendenz des Plasmas. Kern in deutlicher Plasma- 
tasche. Die Organellen sind im ganzen Protoplasten zu beobachten. 

0,4 mol TZ + 0,2 mol THH: Gute Sammlung des Plasmas und deutliche 
Strémung. Gegeniiber der ersten Durchsicht ist aber die Systrophe schwa- 
cher geworden. Plasmolysegrad etwa 0,870, gegeniiber 0,780 bei der ersten 
Durchsicht. 

0,4 mol TZ + 0,4 mol THH: Uberall scharfe Systrophe, doch fast keine 
perfekten Rosetten. Die Systrophen sind in Auflésung begriffen, doch ist 
das Meniskenplasma noch durchweg organellenfrei. Manche Zellen sind tot. 
Ganz schwache Plasmolyse. 

0,6 mol TZ: Gute Strémung und schwache Systrophe. Das Plasma ist aber 
nicht erkennbar an Organellen verarmt. 

0.6 mol TZ + 0,1 mol THH: Grobe Plasmastringe und gute Sammlung. 
Die Menisken sind fast organellenlos. MaBige Strémung. Seltener gibt es 
auch perfekte Rosetten. Bei Zellen mit starkerer Systrophe beobachtet man 
meistens Einziehung des Protoplasten, so daf das Bild den .Sanduhrfor- 
men“ von Lanz (1942, S. 385) ahnlich ist. 

0.6 mol TZ + 0,2 mol THH: Das Plasma ist iiberall scharf gesammelt. 
Vielfach snd typische Rosetten zu beobachten, oft sind aber auch noch 
Plasmanetze und Strange vorhanden. In den Strangen gibt es schwache Stri- 
mung, in den Rosetten befinden sich die Spharosomen in schwacher BMB. 
Viele Sanduhrformen. 

0,6 mol TZ + 0,4 mol THH: In fast allen Zellen starke Systrophen, aber 
nicht sehr viele perfekte Rosetten. Keine Strémung und nur schwache BMB. 

0.6 mol TZ + 0.4 mol Glyzerin: Uberall starke Strémung: keine Samm- 
lungstendenz. 

0,6 mol TZ + 0,4 mol Harnstoff: Schwache Strémung und starke Systro- 
phe. In manchen Zellen sogar Ansitze zu Rosettensystrophen. 
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3. Durchsicht, 48 Stunden nach dem Einlegen 


0.4 mol TZ: Keine Plasmolyse mehr. Strémung und normale Organellen. 

0,4 mol TZ + 0,1 mol THH: Ahnliches Bild wie nach 24 Stunden, allge- 
mein noch schwache oder Grenzplamolyse. Es muff also Exosmose stattfin- 
den, da sonst die Protoplaste deplasmolysiert sein miiften. 

0,4 mol TZ + 0,2 mol THH: Viele tote Zellen, in den lebenden aber deut- 
liche Strémung und schwache Systrophe. 

0.4 mol TZ + 0,4 mol THH: Hier sind die meisten Zellen tot. In den leben- 
den beobachtet man schwache BMB und ziemlich starke Plasmolyse! Seit 
dem Voriag muf also stirkere Exosmose stattgefunden haben. Die typi- 
schen Systrophen sind verschwunden. Das Plasma mit den Organellen ist 
in einem Zwickel gesammelt, von dem ein starker Plasmastrang durch die 
Vakuole zieht. Um den Zwickel sind Hyaloplasmakugeln oder -blasen und 
Vakuolen maulbeerartig gesammelt (Abb. 8). Man vgl. dazu Germ und 
Kietreiber (1956, S. 242). 

0,6 mol TZ: Einige tote Zellen. In den lebenden aber gute Plasmastré- 
mung. Der Plasmolysegrad ist starker als am Vortag, etwa 0,520. Es muf 
also wieder Exosmose stattgefunden haben. Man sieht die schadigende Wir- 
kung der starkeren Plasmolyse (vgl. auch die Befunde an Blechnum spicant 
und Gentiana Sturmiana bei Héfler und Url 1958). 

0.6 mol TZ + 0,1 mol THH: Keine wesentliche Anderung gegeniiber dem 
Vortag. 

0.6 mol TZ +0,2 mol THH: Fast alle Zellen sind tot. In den etwa 5% 
lebenden Zellen meist perfekte Rosetten und schwache BMB. 

0,6 mol TZ + 0,4 mol THH: Die meisten Zellen sind tot. In den lebenden 
zeigt sich ein ahnliches Bild wie bei den Zellen aus 0,4 mol TZ + 0,4 mol 
THH. Wieder sind die Rosetten zu Zwickeln aufgelést. Es ist schwiachste 
BMB zu beobachten. Manche Zellen zeigen jetzt typische Kappenplasmolyse. 

0.6 mol TZ + 0,4 mol Glyzerin: Einige Zellen sind abgestorben, In den 
lebenden herrscht gute Strémung. In Zellen, wo geteilte Protoplaste lagen 
und der eine Teilprotoplast abgestorben ist, zeigt der andere doch gute 
Strémung. Keine Systrophen. 

0.6 mol TZ + 0,4 mol Harnstoff: Viele Zellen abgestorben. In den leben- 
den befinden sich die Systrophen in Auflésung. 

Die scharfen Systrophen in den TZ-THH-Mischlésungen sind praktisch 
vollig reversibel. Nachdem z. B. in einer Mischlésung aus 0,4 mol TZ + 0,4 mol 
THH nach 3 Stunden in den Allium-Zellen scharfe Rosettensystrophe ein- 
getreten war — die Zellen zeigten nur mehr einige, vom Kern ausgehende, 
die Vakuole durchziehende Plasmasegel — wurden die Innenepidermisstiick- 
chen auf reine 0.6 molare TZ-Lésung iibertragen. Eine solche verursacht nur 
eine unwesentliche. Volumsschwankung der Protoplaste. Drei Stunden spater 
waren die Rosettensystrophen noch gut erhalten. Die Rosetten zeigten jetzt 
die typischen Randvakuolen, das Plasma auferhalb des Systropheklumpens 
war praktisch frei von Organellen. Nach 18 Stunden aber waren alle Sy- 
strophen weitgehend riickgebildet. Wohl lagen die Kerne noch in schwachen 
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Plasmaballen, doch gab es jetzt Plasmastringe im ganzen Protoplasten. 
Uberall war gute Strémung zu beobachten, zum Teil sogar in flichiger Form 
wie in normalen Zellen. Nach 28 Stunden war das Bild ahnlich. Die Orga- 
nellen zeigten normale Formen, die Chondriosomen waren langlich und die 
Leukoplasten besaBen améboide Fortsatze. In allen Zellen war gute Stré- 
mung zu sehen. 

Selbst in Zellen welche 30 Stunden in der Mischlésung lagen, waren die 
Systrophen noch reversibel. 24 Stunden nach dem Ubertragen in reine 
0.6 molare TZ-Lésung waren wohl die meisten Zellen tot, doch in den etwa 
10% der lebenden waren die Rosetten weitgehend aufgelést und wieder 
schwache aber deutliche Strémung zu beobachten. 


Die besprochenen Versuche zeigen, dafi hypertonische Zuckerlésungen, 
denen THH in geeigneter Konzentration zugesetzt ist, rasch Systrophe ver- 
ursachen. Es war nun zu priifen, ob reine, hypotonische THH- 
Lésungen — denn reine hypertonische téten ja rasch — worin auf die 
Zellen kein Plasmolysereiz wirkt, ahnliche Effekte hervorrufen. Innenepi- 
dermisstiickchen wurden dazu in Lésungen von 0,1 mol, 0,2 mol und 0,4 mol 
THH sewie in solche von 0,4 mol Glyzerin und 0,4 mol Harnstoff eingetragen. 
Zur Kontrolle wurden Epidermisstiickchen nochmals in eine Mischlésung aus 
0,4 mol TZ + 0,3 mol THH eingetragen. 


Der Versuch lief 4 Tage und wurde zuerst etwa 3% Stunden nach dem 
Eintragen der Epidermisstiickchen in die Lésungen durchgesehen. 

In 0.4 mol THH herrscht nach 31/2 Stunden beste Strémung, die Orga- 
nellen sind normal und keinerlei Plasmasammlung ist zu sehen. Am zwei- 
ten Tag ist das Bild aihnlich, doch ist etwas Plasma um den Kern gesammelt 
und grébere Plasmastrange sind ausgebildet. Am dritten Tag gibt es noch 
schwache Strémung, die Chondriosomen sind abgekugelt und der Kern 
liegt in einer kleinen Plasmatasche. Am vierten Tag sind alle Zellen tot. 


In 0.2 mol THH waren ahnliche Bilder zu beobachten. Auch hier sind 
am zweiten Tag grébere Plasmastrange ausgebildet und es ist geringe 
Sammlung eingetreten. Am dritten Tag liegen gréere Plasmamengen bal- 
lenformig um den Kern, am vierten Tag ist alles tot. 


0.4 mol THH wirkt deutlich schadigender. Diese Lésung ist eigentlich 
knapp hypertonisch, es tritt aber, wohl infolge von Permeation, keine Plas- 
molyse ein. Nach 3'/2 Stunden ist noch gute Plasmastr6mung vorhanden, doch 
sind die Chondriosomen schon abgerundet. Die Kerne liegen schon jetzt in 
einem gering dimensionierten Plasmamantel, doch besteht keine deutliche 
Systrophetendenz. Am zweiten Tag ist die Strémung sistiert, die Plasma- 
sammlung ist kaum fortgeschritten. Am dritten Tag ist alles tot. 


In 04 mol Glyzerin leben alle Zellen iiber die ganze Versuchszeit. 
Bei der ersten Durchsicht nach 3% Stunden zeigen die Zellen schwache 
Grenzplasmolyse. Die Kerne sind auch hier schon von einem schwachen 
Plasmamantel umgeben, der sich in den folgenden Tagen etwas verstarkt. 
Es bilden sich aber nie dickere Plasmastringe wie in den THH-Lésungen, 
die Strémung bleibt immer flachig wie bei unbehandelten Zellen. Die Wir- 
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kung des THH sieht man auch beim Vergleich der Zellen aus Glyzerin und 
0,2 THH. Am dritten Tag ist bei den Zellen aus Glyzerin das um den Kern 
gesammelte Plasma glatt und einheitlich, und nicht so balleaférmig wie bei 
den Zellen aus dem THH. 

Das Bild der Zellen aus 04 mol Harnstoff ist ahnlich dem der 
Zellen aus Glyzerin. Am dritten Tag treten hier allerdings doch grébere 
Plasmastrange auf. 

Die Zellen aus der Mischlésung aus 0,4 mol TZ +03 mol THH zeigen 
nach 4 Stunden alle strenge Systrophen, in etwa 15% sind perfekte Rosetten 
entstanden. Am zweiten Tag gibt es in fast allen Zellen perfekte Systro- 
phen, die sich aber schon in Auflésung befinden. Uberall gibt es noch BMB 
und schwache Strémung am Rand der Rosetten. Das Plasma auRerhalb des 
Systropheklumpens ist wieder véllig organellenfrei. Die Chondriosomen 
und Leukoplasten sind alle abgerundet und nur schwer zu identifizieren. 
Alle Systropheklumpen liegen im unteren Plasmawandbelag. Am dritten 
Tag zeigen die Zellen nur mehr schwache Plasmolyse. Viele sind auch schon 
abgestorben. In den lebenden Zellen gibt es nur mehr ganz schwache BMB. 
Die Systrophen sind in Auflésung begriffen. Von fast jedem Klumpen zieht 
sich ein Plasmasegel quer durch den Zellsaftraum. Die Bilder gleichen denen 
der Abb. 8. Am vierten Tag ist alles tot. 

Die Kontrollen auf destilliertem Wasser zeigten alle vier Tage 
beste flachige Str6mung und vor allem keinerlei Sammlung des Plasmas um 
den Kern. Die Organellen machten keine Gestaltsveranderung durch. Dieser 
Befund ist allerdings nicht auf alle Zwiebelsorten zu iibertragen. Manche 
Innenepidermen zeigen auf Wasser deutliche Hypotonieschadigungen. 


Besprechung 


Das auffallendste Ergebnis der Versuche ist der sehr rasche Eintritt von 
Plasmasystrophe in den Innenepidermiszellen der Allium cepa-Zwiebel- 
schuppe bei Plasmolyse mit Mischlésungen aus Traubenzucker (TZ) und 
Thioharnstoff (THH). Bei geeigneter Konzentration der Mischlésung treten 
schon nach etwa 60 bis 90 Minuten perfekte Rosettensystrophen auf. Als 
giinstig erwies sich eine knapp hypo- bis hypertonische TZ-Lésung, der etwa 
0,3 bis 0,4 mol THH zugesetzt ist. Bei starkerer Zuckerunterlage treten die 
Systrophen oft nicht so schnell ein. So zeigen z. B. die Zellen aus 0,4 mol 
TZ +0,2 mol THH bessere Sammlungstendenz als jene aus 0,6 mol TZ + 
+ 0,2 mol THH. 

Fiir unsere Zellsorte ist der rasche Eintritt der Systrophe besonders auf- 
fallig. Dariiber hinaus zeigt aber die Betrachtung der Versuchsergebnisse 
anderer Autoren, daf{ auch bei anderen Objekten selten rascherer Eintritt 
perfekter Plasmasystrophe gefunden wurde. Germ (1933 b) findet zwar 
bei Vallisneria Zeiten von 15 bis 20 Minuten und bei Paris quadrifolia solche 
von 65 Minuten, doch benétigen die anderen seiner Objekte meist 8 Stunden 
und mehr. Zellen von Phyllocactus, ein von Lanz (1942) untersuchtes, 
besonders giinstiges Objekt brauchen zwei bis drei Stunden. Schindler 
(1938) erhielt perfekte Rosettensystrophe an Innenepidermiszellen von 
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Allium bei Behandlung aus 0.8 mol TZ + 1/s00 mol NaOH. Er schreibt aber 
(I. c. S. 202), da die Rosetten erst nach langdauernder Plasmolyse auftreten. 
Es ist allerdings méglich, daB bei den erwahnten giinstigen Objekten bei 
Zusatz von THH noch schnellere Systrophezeiten erzielt werden kénnen. 
Die Zeit bei Vallisneria wurde z. B. durch Plasmolyse in reiner CaCl,-L6- 
sung erreicht. Denn es ist ja so, daf{ bei Allium nur die stimulierende Wir- 
kung des THH-Zusatzes die schnelle Systrophe veranlaft. In plasmolysie- 
renden reinen Zuckerlésungen, aber auch in solchen von Harnstoff, Glyzerin, 
KCl, KNOs, CaCle tritt innerhalb ahnlicher Beobachtungszeiten bei Allium- 
Zellen, wie verschiedene Versuche zeigten, keine Systrophe ein. KNOs3- 
Lésungen bringen das Plasma ja zum Aufquellen, aber auch in CaCle- 
Lésungen war nach 35 bis 10 Stunden nur schwache Bildung von Plasma- 
strangen zu beobachten. Dagegen verursachen hypotonische THH-Lésungen 
Bildung von Plasmastrangen und schwache Sammlung des Plasmas um den 
Kern (hypertonische Lésungen téten ja rasch). Zur Erzielung perfekter 
Systrophe ist aber, wie seit Germ bekannt, der Plasmolysereiz unbedingt 
erforderlich. 

Wahrend in reinen, besonders hypertonischen, Lésungen THH fiir pflanz- 
liche Plasmen sehr schadlich ist, sind Mischlésungen mit Zucker weit unge- 
fahrlicher. Dies gilt fiir viele andere giftige Stoffe (vgl. z.B. die neueren 
Arbeiten von Kaho 1956a, b, c). Doch ist der THH auch in den Misch- 
lésungen nicht ganz harmlos. Vielfach findet man nach lingerer Einwirkung 
Exosmoseerscheinungen (vgl. dazu die Befunde von Hoéfler und Url 
1958, bei Dauerplasmolyse mit Traubenzucker-Natriumazid-Mischlésungen). 
Auch sterben die Zellen in den Mischlésungen friiher ab als in reinen TZ- 
Lésungen oder in den Kontrollen auf Wasser. 

Die systrophische Sammlung des Plasmas wird allgemein als Reizreak- 
tion des gesunden vollvitalen Plasmas gedeutet. Hiebei ist aber zu beden- 
ken, dai die Systrophe ja die Antwort auf eine Alteration des Plasmas ist, 
sie ist gewissermafen eine Schutz- oder Schreckreaktion. In einem 
gewissen Bereich wird diese Reaktion um so starker sein, je starker 
der Reiz bzw. je starker die Alteration ist. Der Thioharnstoff scheint in 
dieser Hinsicht eine gewisse maximale Wirkung zu besitzen. Fiir diese An- 
sicht sprechen auch die Ergebnisse anderer Autoren. Germ hat in seinen 
Arbeiten auch untersucht, in welcher Weise die Systrophezeiten durch ver- 
schiedene Plasmolytika beeinflu&t werden. So hat er z. B. Callisia repens- 
Zellen in annahernd gleich starke Plasmolyse hervorrufende Lésungen von 
NaCl, CaCle und Rohrzucker eingetragen oder Zellen von Allium ursinum 
mit verschiedenen Mischlésungen aus NaCl und CaCl, plasmolysiert (G e rm 
1933 a, S. 533, 537). Er fand, da in den NaCl-Lésungen die Systrophe am 
schnellsten, in CaCl langsamer und in den Rohrzuckerlésungen am lang- 
samsten eintritt, und weiter daf bei den NaCl-CaCl,-Mischlésungen mit 
zunehmendem NaCl-Gehalt die Systrophe schneller eintritt. G erm erklart 
diese Tatsache mit dem physikochemischen EinfluB dieser Stoffe auf die 
Plasmaviskositat. Da die Systrophezeiten im wenig viskosen Plasma am 
kiirzesten sind — was z. B. auch aus den Temperaturversuchen von Germ 
hervorgeht —, laBt sich schlieBen, da die Zeiten in den NaCl-Lésungen 
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infolge der viskositaétsvermindernden Wirkung des Alkaliions am geringsten 
sind, 

Zur Erklarung dieser Befunde ist aber nun auch eine verschieden starke 
Alteration bzw. Reizung des Plasmas durch die verschiedenen Stoffe in 
Betracht zu ziehen. In einem gewissen physiologischen Bereich wiirde dann 
die Systrophe um so schneller eintreten, je starker der Reiz bzw. die Alte- 
ration des Plasmas ware. — Auch Lanz (1942, S. 382) findet, da® an ihren 
Phyllocactus-Zellen Ca(NO,), am schnellsten Systrophe hervorruft, lang- 
samer dagegen CaCle und am langsamsien Rohrzucker. Daneben findet 
Lanz noch Soda wenig wirksam, dies jedoch wohl wegen der grofen 
Schadlichkeit des Stoffes und trotz der starken viskositatsvermindernden 
Wirkung (vgl. Héfler 1951, Url 1959a). 

Die schnelle und fast véllige Sammlung des Plasmas — z. B. in den 
Mischlésungen mit THH — zu einem relativ kleinen Klumpen um den Kern 2 
ist aber auch aus einem anderen Grund von Interesse. In jiingster Zeit ist 
namlich die Diskussion um den Ort des Penetrationswiderstandes im Proto- 
plasten (vgl. Collander 1956) wieder stark in den Vordergrund getreten. 
So stellt Hofler (1958, 1959) der althergebrachten Vorstellung, daf die 
makgebenden lésenden Plasmalipoide in den Grenzschichten liegen, bzw. 
da das Plasmalemma eine bevorzugte Stellung in dieser Hinsicht habe, 
seine Auffassung gegeniiber, nach der ,,... die als Lésungsmittel in Betracht 
kommenden Plasmalipoide nicht auf die Hautschichten beschrankt sind, son- 
dern im Gesamtplasma vorhanden zu denken sind“ (1958, S. 287), und wei- 
ter ,,... da die Permeation der den Lipoidweg benutzenden Nichtleiter 
nicht durch ihre Léslichkeit im Plasmalemma, sondern durch die Léslichkeit 
in ihm und im Binnenplasma bestimmt wird ...~ (1959, S. 241). Man vel. 
dazu auch Hoéfler (1953). 

Die Plasmolyseversuche in unseren Mischlésungen entsprechen im 
wesentlichen alle der Anordnung zur Permeabilitatsbestimmung nach der 
Partialmethode, nur daf bei sofortigem Eintragen in die Mischlésung die 
Vorplasmolyse wegfallt. Nun sammelt sich in den THH-Mischlésungen schon 
in kurzer Zeit alles Binnenplasma um den Kern, und zwar so vollstandig, 
daft fast keine oder gar keine Organellen im Meniskenplasma zuriickbleiben. 
Hier liegt also praktisch das Plasmalemma direkt auf dem Tonoplasten! Auf 
jeden Fall kénnen sich nur mehr geringe Mengen von Binnenplasma zwi- 
schen den Hautschichten befinden. Das Diosmotikum — in unserem Fall 
also der THH — findet den Penetrationswiderstand also zum Hauptteil nur 
in den Hautschichten. Eigentlich miiBte nun, wenn wir mit Hoéfler zu- 
mindest einen gewissen Teil des Penetrationswiderstandes ins Binnen- 
plasma verlegen, das Diosmotikum schneller permeieren. Bei den Partial- 
versuchen mit THH, die a.a.O. (Bie bl, Url und Janecek 1960) aus- 
fiihrlicher zu beschreiben sein werden, zeigte sich aber, da die Riickdeh- 
nungsgeschwindigkeit am Anfang der Versuche, wo noch keine Systrophe 
eingetreten ist, keineswegs langsamer ist als spaiter, wo praktisch alles Bin- 


2 Diese Erscheinung ist natiirlich schon lange bekannt. K iister (1935) verwen- 
dete solche Stadien, wie erwahnt, zur Bestimmung des Protoplasmavolumens, 
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nenplasma um den Kern gesammelt ist. Natiirlich sind diese Versuche nicht 
von grofer Beweiskraft, denn man kennt ja manche Nebenwirkungen des 
THH, wie etwa Verfestigung von Plasmakomponenten usw. Auch Exos- 
moseerscheinungen, wie sie ja zu beobachten waren, kénnten die wahre 
Permeationsgeschwindigkeit verfalschen, und eine zunehmend sdchnellere 
Permeation iiberdecken. Doch waren andererseits die Parialversuche mit 
etwa 2 bis 21/2 Stunden zeitlich so kurz bemessen, daft solche Nebenwirkun- 
gen nicht allzuschwer ins Gewicht fallen diirften, besonders da die Proto- 
plasten in den Mischlésungen viele Stunden leben. 

Auf jeden Fall ist die Frage nach dem Sitz des Penetrationswiderstandes 
noch offen. Es soil hier nur darauf hingewiesen werden, da Versuche mit 
Zellen, in denen perfekte Plasmasystrophe eingetreten ist und wo der aller- 
groBte Teil des Protoplasten praktisch nur aus Plasmalemma und Tono- 
plast besteht, eventuell einige neue Erfahrungen bringen kénnten, insbe- 
sondere dann, wenn mit weniger schadlichen Stoffen als THH gearbeitet 
wiirde. 


Zusammenfassung 


1. Die Schadlichkeit des Thioharnstoffs auf Zellen der Innenepidermis 
von Allium cepa, ver allem in hypertonischen Konzentrationen, wird be- 
statigt (vgl. Hofler 1939, Hofmeister 1942, Biebl 1942). 

2. Hypotonische Thioharnstoff-Lésungen fiihren zur Bildung von Plas- 
mastrangen und teilweiser Sammlung des Plasmas um den Kern. 

3. Wird einer knapp hypertonischen (z. B. 0,45 molaren), Traubenzucker- 
lésung 0,3—0.4 mol Thioharnstoff zugesetzt, so kommt es schon nach 60 bis 
90 Minuten zur Bildung perfekter .,.Rosettensystrophen*. Diese Reizreak- 
tion des noch voll vitalen Plasmas wird bei Allium der Wirkung des Thio- 
harnstoffs zugeschrieben. Dagegen lésen im Kontrollversuch plasmolysie- 
rende reine Lésungen von Zucker, Harnstoff, Glyzerin, KC], KNO3 oder 
CaCl, innerhalb gleicher Beobachtungszeiten noch keine Systrophe aus, 

4. Die schnelle und fast vollstandige systrophische Ballung des Proto- 
plasmas um den Zellkern in den Zucker-Thioharnstoff-Mischlésungen fiihrt 
dazu, daf die Vakuolen im wesentlichen nur mehr von den Plasmagrenz- 
schichten umspannt sind. Auf die dadurch gegebene Méglichkeit der Unter- 
suchung der Permeabilitatseigenschaften dieser wird hingewiesen. 

5. Bei langerer Einwirkung fiihrt Thioharnstoff auch in den Mischlésun- 
gen zu leichten Schadigungen in Form von Exosmoseerscheinungen. 


Literatur 


Biebl, R., 1942: Wirkung der UV-Strahlung auf die Plasmapermeabilitat. Proto- 
plasma 37, 1. 

— und W. Url, 1958: UV-Strahlenwirkungen auf Zellen von Allium cepa, beson- 
ders deren Chondriosomen und Plastiden. Protoplasma 49, 329. 

— W. Url und G. Janecek, 1960: Thioharnstoff als Schutzstoff gegen UV-Strah- 
lenwirkungen an Pflanzenzellen. In Vorbereitung. 

Collander, R., 1956: Der Ort des Penetrationswiderstandes. Ruhlands Handb. 
d. Pflanzenphysiologie, Bd. II, 218. 





Rosettensystrophe in Thioharnstoff-Zucker-Mischlésungen 


Germ, H., 1932: Untersuchungen iiber systrophische Inhaltsverlagerungen in Pflan- 

zenzellen I. Protoplasma 14, 566. 

1933 a: Dasselbe II. Protoplasma 17, 509. 

1933 b: Dasselbe III. Protoplasma 18, 260. 

und M. Kietreiber, 1956: Vitale Entmengung des Cytoplasmas von Cyclamen. 
Protoplasma 46, 223 (Weber-Festschrift). 

sreb, W., 1936: Die Haare der Viola-Bliiten, ein neues Objekt fiir Plasmaunter- 
suchungen. Z. f. wiss. Mikroskopie 53, 10. 
6fler, K., 1939: Nekrose in Sulfoharnstoff. Flora N. F. 33, 131. 

1951: Plasmolyse mit Natriumkarbonat. Protoplasma 40, 426. 

1953: Zur Kenntnis der Plasmahautschichten. Ber. dtsch. bot. Ges. 65, 183. 

1958: Permeabilitatsstudien an Parenchymzellen von Blechnum spicant. ‘ 
Wien. Akad. Wiss., Math.-nat. KI., Abt. I, 167, 237. 

1959: Permeabilitét und Plasmabau. Ber. dtsch. bot. Ges, 72, 236. 

und W. Url, 1958: Kann man osmotische Werte plasmolytisch bestimmen? Ber. 
dtsch. bot. Ges. 70, 466. 

Hofmeister, L., 1935: Vergleichende Untersuchungen iiber spezifische Permea- 
bilitaétsreihen. Bibliotheca Botanica 113. 

— 1942: Die Permeabilitaét pflanzlichen Protoplasmas fiir Anelektrolyte. Tabulae 
Biologicae VIII, 263. 

- 1949: Uber Permeabilitaitsbestimmung nach der Deplasmolysezeit. S.B. Wien. 
Akad. Wiss., Math.-nat. KI., Abt. I, 157, 83. 

Jarosch, R., 1956: Die Impulsrichtungsinderung bei der Induktion der Plasma- 
strémung. Protoplasma 47, 478. 

Kaho, H., 1956a: Untersuchungen iiber die antagonistische Wirkung von Mono- 
und Disacchariden und chemisch nahestehenden Stoffen bei der Wirkung eini- 
ger Elektrolyte auf das Pflanzenplasma. Protoplasma 45, 560. 

1956 b: Untersuchungen iiber die antagonistische Wirkung der Mono- und Di- 
saccharide sowie der mehrwertigen Alkohole bei der Wirkung von Saéuren auf 
das Pflanzenplasma. Protoplasma 47, 164, 

1956: Untersuchungen iiber die antagonistischhe Wirkung der Zucker und mehr- 
wertigen Alkohole bei der Wirkung von Alkalien auf das Pflanzenplasma. Proto- 
plasma 47, 242. 

Kiister, E., 1935: Systrophe und Messung des Protoplasmas. Z. wiss. Mikroskopie 
52, 427. 

— 1956: Die Pflanzenzelle. G. Fischer, Jena. 3. Aufl, 

Lanz, I., 1942: Neue Beitrage zur Kenntnis der Systrophe des Protoplasmas. Proto- 
plasma 36, 381. 

Schindler, H., 1938: Tétungsart und Absterbebild I. Der Alkalitod der Pflanzen- 
zelle. Protoplasma 30, 186. 

Url, W., 1959a: Vergleichende Untersuchungen iiber die Resistenz pflanzlicher 
Plasmen gegen Natriumkarbonat, Protoplasma 51, 338. 

— 1959b: Phasenoptische Untersuchungen an Fruchitfleischzellen von Symphori- 
carpus racemosus Hooker. Protoplasma 51, 406. 





Sammelreferate 





Nature of the Protoplasmic Polarity 


By 


Singo Nakazawa 


Biology Department, Yamagata University, Yamagata, Japan 
With 2 Figures 


(Received July 28, 1959) 


Introduction 


In his preceding article, the writer presented an idea that the site where 
a special gene took part in the differentiation of a special organ was deter- 
mined by the protoplasmic polarity (Nakazawa 1958). In other words, 
the protoplasmic polarity is a groundwork for genic actions. Since then, 
the nature of the protoplasmic polarity has been a constant weight on his 
mind. Herein, he presents a review of investigations around this subject 
with addition of his opinion. 

Generally, the morphogenesis proceeds toward a definite orientation 
for a system of coordinates fixed to the organic body. For instance, the 
root is formed towards the opposite part to the apex, the head develops 
at the opposite end to the tail, and the like. This tendency of the oriented 
formation is called the morphogenetic polarity. It is a common pheno- 
menon throughout the organisms, so that it is non-specific (Child 1923), 
and a Wesenseigenschaft (Diirken 1936) other than those which 
are inheritable according to Mendelism. It is an impulse of the morpho- 
genesis (Prat 1948) that appears at the first step of the development and 
destines the field in which the specific differentiation is to take place. In 
these respects, the problem of polarity is one of the most important in the 
study of morphogenesis. However, as to the nature of the polarity, W hite 
(1934) remarks that the primary cause of the polarity is still unknown. 
Needham (1950) concludes that it is perhaps the central puzzle in the 
development of organism. Bonner (1952) is of the opinion that the pri- 
mary problem in the morphogenesis is to discover how the manifestation 
of polarity fits into the whole mechanism. Prior to differentiation of an 
organ, it is of course that a morphogenetic substance specific for that organ 
must be accumulated at the site where that organ is to be formed. More- 
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over, when a specific organ having a certain pattern is actually formed, it 
is necessary that the protoplasm, or its derivative, is distributed differentially 
among each part, as was called the “differential growth”by H uxle y (1932). 
The common phenomenon underlying these phenomena, i. e. accumulation 
of a certain substance towards a definite site, is a fundament of the morpho- 
genesis. In other words, the morphogenetic polarity must be based on 
gradients of substances. In this respect, the nature of the morphogenetic 
polarity looks at first sight to be the gradient itself. None the less, the 
gradient is rather a result of the protoplasmic polarity according to the 
writer's opinion. A case in which a special cytoplasm, the pole plasm, is 
inherently localized to an end of the germ cell is known in the egg of 
Tubifex (Penners 1922). This localization, however, must be attributed 
to the more fundamental cause, the protoplasmic polarity. It is also 
reported that when a substance is given artificially to the cell, it is ac- 
cumulated to an end. For instance, when a cell isolated from the thallus 
of Cladophora, a green alga, is reared in a medium containing radioactive 
P** or S**, the substance can be detected uniformly in the cell at the begin- 
ning of the cultivation, but afterwards, it becomes accumulated to the basal 
end prior to the rhizoid differentiation (Sc hose r 1956). These substances, 
P32 and S35, seem to take part in the differentiation of rhizoids. Weiss 
(1947) elaborated a fascinating theory, the molecular ecology, in which he 
considered that the morphogenesis was attributed to differential distribution 
of various molecules composing the protoplasm to each part. In this sense, 
he concludes that the specific morphology is preceded by accumulation of 
specific molecules to the presumptive part (Weiss 1950). Stern (1955, 
1957) has presented the new technical term “prepattern” for the appearance 
of a special part, prior to the actual formation of a certain organ, whose 
speciality cannot be clearly distinguished yet morphologically but can be 
characterized by accumulation of special substances. Thanks to his theory, 
the homologous organs have the same prepattern. In the botanical field, 
Wardlaw (1957 a) has a similar opinion. As is well-known, the diffusion 
takes place towards the gradient becomes more gentle, that is, the sub- 
stance, dissolving or suspending, moves from site of the higher concentration 
to that of the lower concentration. Nevertheless, in morphogenesis, the 
morphogenetic substances are accumulated to each special part setting up 
a steeple gradient, as aforesaid. Polar accumulation of P32 or S®5 in the 
isolated Cladophora cell is a typical instance of this phenomenon. Moreover, 
it is well-known that auxin is transported directionally in plant cell or 
tissue. In root hair of Cucurbita, when it is stained vitally with neutral red, 
the dye is accumulated towards the tip and that it takes place even against 
the streaming of cytoplasm (Schumacher 1936). In other cases, the dye 
is condensed at the tip of the vacuole (Goldacre 1952, Goldacre and 
Lorch 1950). For occurrence of this phenomenon, seeming contradictory to 
the law of diffusion, an amount of energy must be considered. Therefore, 
the polar transportation is inhibited by narcosis which cuts off the energy 
source (Van der Weij 1932, 1934). The local accumulation of a certain 
substance against the diffusion is a present day topic under the name “active 
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transport.” A symposium was held on this subject at Bangor in July 1953. 
There, however, the fundamental question was not always made clear. For 
instance, Rosenberg (1954) takes a clear-cut Osterhout’s model of 
the active transport of K+ ions. When two identical solutions I and II of 
potassium chloride and potassium salt of guaiacol are separated by an orga- 
nic, guaiacol-containing layer, and then CO, is introduced to solution I, K+ 
ions are actively transported from II to I resulting in K+ ions accumulation 
in solution I. However, as above mentioned, the primary factor which deter- 
mined this active transport was the introduction of CO, only to solution I, 
that is, the active transport was stimulated by the preceding localization of 
CO:. Therefore, even if the same principle is applicable to the cell, there 
still remains a question as to the primary cause of the local introduction of 
the key substance like carbon dioxide above. Here the protoplasmic pol- 
arity must be considered for that mechanism. Danielli (1954) is of the 
opinion that some enzymes are responsible for the active transport. But he 
also does not remark of that which determines the direction towards which 
the enzyme works for the active transport. Herein, in addition to the energy, 
some directional structure is expected in the protoplasm for determining 
the orientation towards which the morphogenetic substance is transported. 
Of course, the morphogenetic substance is accumulated when the cell is 
placed under gradients of an appropriate external condition such as electric 
field (Lund 1923), unilateral illumination (Knapp 1931), ete. In such 
a case, however, the external is only indirectly responsible for inducing of 
internal substances. That is, it seems that the external condition affects 
the determination of some directional structure of the protoplasm, which 
then takes directly the main part in accumulation of morphogenetic sub- 
stances. In addition, when a cell is rotated irregulary in the medium, any 
gradient of the external condition is evened on all sides of that cell. Under 
such circumstances, however, Rana eggs can proceed their cleavage norm- 
ally (Kathariner 1901), and Fucaceous eggs can form rhizoid in the 
normal pattern (Whitaker 1940b, Nakazawa 1956b). These facts 
indicate that the accumulation of morphogenetic substances is mainly 
based on a polarized property of the protoplasm, i.e. the protoplasmic 
polarity. The present article deals with a review of researches and dis- 
cussions on the nature of this fundamental property of the protoplasm. 


Nucleus and Genes 


In amphibian eggs, the site of neural plate differentiation can be 
presumed from the appearance of grey crescent. By the way, the site of 
appearance of the grey crescent can be determined at will in the same egg 
experimentally (Ancel and Vintenberg 1948). That is, the axis of 
the morphogenetic polarity, so that the protoplasmic polarity also, can be 
aliered in spite of the fact that the same egg consists of the same genotype. 
This indicates clearly that the protoplasmic polarity is not attributed to 
the gene. Vertebrate eggs differ in structure according to the difference 
of classes, but are alike within the same class. As to this, Ephrussi 
(1952) is of the opinion that the fundamental pattern, i.e. the polarity, is 
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also controlled by the genotype which is similar within the same class but 
dissimilar between other classes. But he does not remark whether or not 
the direction of the pattern is also controlled by the gene. The direction 
of the pattern, i.e. the morphogenetic polarity, rather seems to be deter- 
mined by the wall of ovary to which the egg was attached before it was 
liberated (Child 1915). For instance, in oyster eggs, the polarity axis 
is determined before fertilization by the part through which the maternal 
hormon was supplied (Kobayashi 1956a, b, 1958). As is well-known, 
spiral! cleavage of the Lymnaea egg is divided into two patterns, dextrose 
and sinistral, and the pattern is determined not by its own genotype but 
by genotype of the maternal body which serves for the egg as an environment 
(Boy kott et al. 1930). It is also well-known that the polarity of eggs 
of the same Fucus furcatus, a brown alga, is determined by any of the 
temperature gradients, unilateral illumination, auxin gradients, pH 
gradients, dinitrophenol gradients, artificial transformation, and electric 
current (Whitaker 1940b, Nakazawa 1957, Haupt 1958). As the 
eggs experimented were obtained from the same species, it seems that their 
genotype is similar. Even if not, effect of those agents appear regardless 
of the possible difference in genotype. For instance, when eggs are unilater- 
ally illuminated by ultra violet light, their polarity axis is determined 
parallel with the light rays forming rhizoid away from the light source 
in ratio of 100 per cent (Whitaker 1941). On this occasion, if their 
genotype is uniform, the determination at will cannot be explained from 
the specificity of genotype. But if their genotype is not uniform, the same 
orientation in 100 per cent cannot be understood from the difference of 
genotype. Thus, the fact verifies that the developmental axis is not con- 
trolled by the gene (Nakazawa 1958). Micrasterias thomasiana is a 
unicellular alga composed of two fan-shaped halves connected symmetri- 
cally at the rivet of each, having one nucleus at the joint. When the nucleus 
is divided into two, they are gathered to a half by means of centrifuging. 
Cutting at the joint, the alga is separated into two pieces, the one having 
nuclei and the other that is enucleate. Soon, regeneration takes place in 
each in quite the same pattern regardless of the presence of nuclei (W aris 
1950). In some insects, normal morphogenesis requires penetration of a 
nucleus into the special cytoplasm located in the posterior half of the egg, 
the so-called formation center, but it is not a matter of question for the 
determination of the developmental axis whether that nucleus was 
originally present in the anterior or the posterior of the egg (Seidel 
1932). It was discussed by Nakazawa (1958) that the protoplasmic 
polarity was determined neither by nucleus nor by the genotype, but it 
was rather a necessary groundwork for determining the field for each gene 
io take part in the morphogenesis. There, he presents the following 
relationship, 7 a 
m = f(g, e, P), 


; > >. ? : : be : 
in which m is morphogenetic polarity, g genotype, e environment, and 


p protoplasmic polarity. That is, when an organism is reared in a uniform 
environment, like Fucus eggs rotated irregularly, in water, its morpho- 
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genetic polarity is determined by the protoplasmic polarity of its own. 
But the vector of the protoplasmic polarity can be modified in its orientation 
when the organic body is placed in gradients of external conditions, as in 
the Fucus egg, as a result the morphogenetic polarity axis also becomes 
parallel with the gradients. In any case, it is not true that the nucleus gene 
is responsible for the morphogenetic polarity. 


Electric Fields 


It is probable that if a morphogenetic substance is charged electrically 
it is accumulated to parts of the opposite charge. Among the three kinds 
of energies, (1) gravity, (2) electricity, and (3) nuclear forces, the first is 
too weak and the third is too strong to be effective upon the morphogenesis, 
so that the second is actually responsible (Burr 1947). Measuring dif- 
ferences in electric potential between base and apex of the oat coleoptile, 
it was found that in epidermis the apical region was generally more 
negative than the basal, but in the internal tissue the former was more 
positive than the latter, the difference being about 50mV (Schrank 1951, 
Wilks and Lund 1947). However, the most negative in epidermis, so 
that, the most positive in the internal tissue, was not the tip of the apex 
but at a part 5 to 8mm. from the tip. Therefore, there are also differences 
between the epidermis and the internal tissue, that is, the former is negative 
and the latier positive within 17mm. from the tip, while the relation is 
reversed at a greater distance. When a part 30.5 mm. downward from the 
apical tip is illuminated unilaterally with white light at 16 fc, the side 
away from the light becomes negative temporarily and then changes to 
positive with 8.2 mV in difference from the illuminated side. Parallel with 
this, the auxin, charged negative, becomes accumulated on the shaded side, 
as a result, the growth of tissue on that side is promoted, so that the apex 
is bended towards the light. When a piece of agar jelly containing 
heteroauxin is placed in an electric field bearing potential differences, 
50mV per 10mm., the heteroauxin moves to the positive pole (Clark 
1937a,b). Fucus egg is of a spherial form before starting development. 
Upon the breaking of development, a rhizoid protuberance is raised on 
one side. On this ocasion, it seems that the site of the protuberance 
formation is determined by accumulation of auxin (Olson and DuBuy 
1937). Actually, when the egg is placed in an electric current at 
0.025 + 0.002 V, the rhizoid is formed towards the positive pole (Lund 
1923). The same was reported in isolated cell of Griffithsia, a red alga 
(Schechter 1934). In Tubularia stem also the hydranth differentiation is 
controlled by electric field (Barth 1934). Hydranth of Obelia appears 
at the anodic pole and stolon at the cathodic (Barth 1934). Prior to the 
appearance of a clear morphological differentiation, in amphibian eggs, 
we are able to presume the axis of the future morphogenesis from distrib- 
ution of the electric potential (Burr 1941). In the branch of Pithophora, 
a green alga, generally there is a gradient in the electric potential along 
the longitudinal axis, its level being higher in apical and lower in basal 
region. However, sometimes there appears a potential valley even within the 
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same cell, representing the presumptive part, where the segmentation is to 
occur in future (Lund 1947). As to the human body, it is reported that 
the right side is always positive to the left, except for 10 per cent of the 
population investigated. In the frog egg, there is a special part having the 
highest electric potential. Tracing this part for inspecting its develop- 
mental fates, it was revealed that it formed head area. This electrical 
asymmetry can be observed prior to the fertilization, and it is wonderful 
that it is kept without modification even through the fertilization, a com- 
plicated chain of various physicochemical reactions. In Cucurbita Pepo, 
there are three strains, round, flat, and elongated, concerning the shape of 
fruits. Measuring electric potential, it became clear that there was a potential 
gradient along the apicobasal axis, and that the pattern of the gradient 
was a function of the shape but not of the volume of the fruit (B ur r 1947). 
Moreover, it is well-known that there is a difference in potential between 
the micropile end and the germinal end of the plant seeds. 

These facts imply that the protoplasmic polarity is based on the electric 
polarity. Hereby, Went (1937), discoverer of auxin, elaborated an ex- 
cellent theory that the plant morphogenesis was controlled by differential 
localization of auxin caused by electric fields. 

However, what we must bear in mind is that the electric field, causing 
the auxin localization, must be preceded by localization of another sub- 
stance charged electrically. Thus the latter is caused by the former, never- 
theless the former is preceded by the latter. This seems to be a contradic- 
tion. It is also propable that the electric polarity results from orderly arran- 
gement of polar molecules organizing the protoplasm, oriented towards the 
same direction statistically like those composing the magnet. But this idea 
is not verified yet. Besides, there is a negative opinion that generally the 
electric field is not so strongly connected with the morphogenetic polarity 
(Bonner 1952). For instance, in Perichaeta, an earthworm, electric poten- 
tial level is lowest in the middle arising oppositely towards the anterior 
and the posterior ends symmetrically, none the less, the whole undergoes a 
non-symmetrical differentation in morphology along a single apicobasal axis 
(Watanabe 1927). More recently, Pilet and Meylan (1955) are of 
a similar opinion. 


Structure of the Endoplasm 


Since the morphogenesis is preceded by polar accumulation of morpho- 
genetic substances as aforesaid, it is supposed that the morphogenetic 
polarity axis can be determined at will if the intracellular substances are 
stratified by means of centrifugation prior to the start of development. 
Actually, eggs of Cystosira (Knapp 1931) and Fucus (Whitaker 
1937, 1940 a) were tested. Ingredients were clearly stratified into (1) the 
oil layer at the centripetal end, (2) nucleus and plastids, and (3) the hyaline 
cytoplasm layer at the centrifugal end, as a result, the primary rhizoid was 
formed on the centrifugal end. This phenomenon was attributed by 
Whitaker (1940b) to that particles containing or forming auxin were 
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gathered to the centrifugal end. In zoological fields, the oral lip of 
Psammechinus was formed on the centrifugal side (Runnstrém 1926). 
The centripetal end became ventral in the same sea urchin (Lindahl 
1933). However, in eggs of Coccophora and Sargassum which are allied to 
Fucus, the polarity axis was not determined by the centrifugal force although 
the same stratification was obtained (Nakazawa 1957). Independency 
in the polarity determination of the centrifuging was also reported in 
Equisetum spores (Mosebach 1943, Nakazama 1957). The same 
independency was discovered also in some animal eggs, for instance, in 
Urechis (Taylor 1931), Crepidula (Conklin 1917), Rana and some sea 
urchins (Motomura 1931, 1933, 1935, 1946, 1949) etc. 

To explain the fact that the polarity is not modified by disarrangement 
of the intracellular materials, many excellent hypotheses were elaborated 
by many authors. Among them, Conklin (1917, 1924), Lillie (1909), 
Schleip (1929), and others considered that there was a cyto-skeletal 
system pervading the liquid cytoplasm, a stable framework invisible but 
validly controlling the polarity. Therefore, so far as the framework can- 
not be turned by centrifugation the polarity is stable even the movable 
inclusions are stratified. If the polarity is really based on such a frame- 
work, the movable material like plastids will be resisted by the former 
upon their movement in centrifuging, and the resistance will naturally dif- 
fer according to the direction towards which the inclusions move by centri- 
fugal force, since the polarity axis has a direction of its own. Experiments, 
however, lead Howard (1932) to reject the existence of a framework. 
On the other hand, it is also true that there are cases that polarity is deter- 
mined by the centrifugation as in Fucus eggs etc. Herein, another idea was 
proposed. Driesch (1908), Lillie (1909), and Needham (1950) con- 
sidered that the endoplasm was composed of a number of polarized par- 
ticles arranged statistically in the same orientation, as a result, the whole 
must have a polarity. Especially, Needham says that the polarity of 
each component particle is maintained by the unit lattice attached to each, 
so that the actual determination of polarity by means of centrifuging is 
attributed to the unification of their orientation. Actually, however, it is 
a matter of fact that the component particles are constantly undergoing 
Brownian movement in the living protoplasm, so that it is hardly possible 
that each particle is arranged in the same orientation. The protoplasmic 
streaming is also an evidence to the same conclusion. Besides, when the 
cytoplasm is observed by use of the polarized microscope, anisotropic par- 
ticles contained in the cytoplasm shine instantly only when their axis 
comes at certain angles to the plane of polarization, verifying that their 
orientation is ceaselessly moving. 

According to Frey-Wyssling (1948), the direction of morphogene- 
sis is controlled by submicroscopic frameworks composing the cytoplasm. 
In addition, it seems that the framework is movable without changing its 
fundamental order in structure since that the polarity is stable even when 
the endoplasm is streaming as in Chara. Needham (1950) is of another 
opinion that the polarity will be stable throughout the streaming if the 
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binding between protein molecules is considerably loose, that is, the frame- 
work is in a “dynamic structure.” The cytoplasm can be altered from sol 
to gel, or gel to sol, with ease stimulated by vibration. Sulfhydril base 
can be detected only when the cytoplasm is in sol state, showing that the 
molecular binding in cytoplasm is reversible (Fauré-Fremiet in 
Needham 1950). The fact that centrosome, yolk, etc. are replaced to 
their original situation after they were stratified by centrifuging strongly 
implies that there is an elastic endoplasmic structure, which was called 
the “spongioplasm” (Conklin 1917), the “cyto-squelette” (Wintre- 
bert 1931), or “Intimstruktur” (Schleip 1929). Framework structure 
was also demonstrated by other means. For instance, electron microscopy 
of human marrow revealed that cytoplasm was composed of particles 
chained together (Kautz 1957). Similar structure was demonstrated in 
many kinds of cells of many organisms. The framework displays a reti- 
cular structure, which is called the “endoplasmic reticulum.” Its pattern 
differs according to species and organs, but it can be observed in any kind 
of cell except for the red cell. The network is composed of particles con- 
taining RNA and of 100 to 150 A in diameter (Brachet 1957). The same 
structure was already presumed in 1897 long before the invention of elec- 
tron microscope by Garnier and Bouin under the term “ergastoplam.” 
Actually, it is noteworthy that the nuclear spindle displays very remarkable 
anisotropy implying that it is composed of long macromolecules arranged 
parallel (Inoue 1952, Mazia 1955). Elasticity and double refraction of 
the cytoplasm seem to be attributed to linear arrangements of those par- 
ticles, which was advocated by Frey-Wyssling (1948) based on his 
theory of junction. But H6fler (1940) is opposed to the reticulum theory. 
According to him, cell of Allium epidermis can be expanded with alkali 
to a volume over 10 times larger than the original, nevertheless it was 
affirmed to be still alive when it was replaced to normal medium. On 
this occasion, he remarks, if there were reticulum, it would be broken 
upon the extreme expansion and the cell would die. 

The liquid crystal, such as ammonium oleate, has a property to regain 
its lost parts after it was broken to an irregular form. Analogy of this 
to the regeneration of organism led some persons to the opinion that proto- 
plasm was a liquid crystal. Needham (1950) remarks, “Liquid crystals, 
it is to be noted, are not important for biology and embryology because 
they manifest certain properties which can be regarded as analogous to 
those which living systems manifest (models), but because living systems 
actually are liquid crystals, or, it would be more correct to say, the para- 
crystalline state undoubtedly exists in living cells.” He adds, the muscle 
fiber, sperm of Cephalopoda, cilia, anisotropic cytoplasm found in shell- 
fish, egg cytoplasm of echinoderms, etc. are typical examples of liquid 
crystal. It is known that various films composing the surface of intra- 
cellular substances have their own orientation resembling crystalline state 
of the Langmirian oriented film of fatty acid developing on the water 
surface. Generally, the double refraction of a solid disappears upon 
melting by heat. Prior to the melting, there are mesoforms, intermediate 
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phases between solid and fluid, at which the component molecules are 
arranged in a regular orientation while the whole is of a semi-liquid pro- 
perty. These can be classified into (a) isometric, (b) nematic, (c) smetic, 
(d) low temperative smetic, and (e) solid. The virus is a crystal which 
displays intermediate quality between (c) and (d), whose molecules are 
arranged into hexagonal patterns. A clear crystalline can also be obser- 
ved in liquid phase of pure ethyl-p-azoxylbenzoate. Based on these 
phenomena, N eed ham (1950) concludes that the organic body is a liquid 
crystal. Bernal is also advocating the crystalline theory with remarks 
that the organic body is a complex system of liquid crystal composed of 
several different states, one of which at least is of a paracrystalline phase 
(Needham 1950). It is true that the liquid crystal has a peculiar direc- 
tional structure which we can perceive neither in true fluids nor in colloid 
system. Naturally, in the liquid crystal, the component molecules are 
arranged in the same orientation, so that their free rotation is restricted. 
Nevertheless, in the living cell, always we can see Brownian movement 
and streaming of protoplasm verifying ceaseless rotation of particles 
composing the plasm. This is unfavorable for the liquid crystal theory. 


Cortical Cytoplasm 


The cleavage pattern of the egg of Rana fusca cannot be disordered 
even when the egg is reared being ceaselessly rotated irregularly in water, 
that is, excluding all gradients of the external conditions (Kathariner 
1901). When Coccophora eggs are irregularly rotated in sea water by use 
of air bubbles, their polarity axis is autonomically determined even in 


such a uniform environment (Nakazawa 1956b). Similar results are 
reported in Fucus eggs (Whitaker 1940b) and also in Equisetum 
spores (Nakazawa 1956a). These indicate that the main factor of the 
morphogenetic polarity is in the germ cell, though it can be affected by 
the external gradients a posteriori. On the other hand, the invalidity of 
stratification of the intracellular materials by centrifugal force to the 
morphogenetic polarity, as aforementioned, shows that the main factor is 
not in the structure of the endoplasm. Therefore, the factor responsible 
for the polarity must be in the cortical cytoplasm which is hardly movable 
by the centrifugal force. This idea was presented by Biinning (1952), 
Daleq and Pasteels (1937), Ephrussi (1952), Morgan (1935), 
Mosebach (1943), Motomura (1948), Nakazawa (1957), Pas- 
quini (1928), Pease (1939), Raven and Bretschneider (1942), 
and others. Among them, Motomura reported his unique experiments 
on sea urchin eggs. He says, if the egg is centrifuged at a weak centri- 
fugal force as enough to stratify the intracellular materials, the axis is 
not affected. But if the more strong centrifugal force is applied, the corti- 
cal cytoplasm is moved towards the centripetal side, as a result, the oppo- 
site side is liable to become the animal pole. That is to say, in this case 
the main factor of polarity was the differential distribution of the cortical 
cytoplasm. It is known that Equisetum spores form rhizoid away from 
the light (Stahl 1885, Nienburg 1924, Mosebach 1943, Naka- 
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zawa 1952, Haupt 1957). At this time, Mosebach devised a special 
method to throw light only to shine the cortical part containing no intra- 
cellular materials such as plastids. As a result, the developmental axis 
was determined to form rhizoid on the opposite side to the shined cortex. This 
also indicates that the morphogenetic polarity is controlled by the cortex 
of the cell. According to Jaffe (1958), when Fucus or Pelvetia eggs are 
treated before germination with plane polarized light, they germinate in 
the direction parallel with the polarization forming two rhizoids directed 
oppositely. This was explained by Jaffe as that the cortex of the sub- 
equatorial parts at both extremities of the pollarization axis were shaded 
by by-passing and external reflection of the light, so that the rhizoid pole 
was determined at each of those sites. There, he also concludes that the 
photoreceptor molecules must be in the cortical cytoplasm. 

Thanks to Zimmermann and Heller (1956), when the asexual 
budding arises from thallus of Sphacelaria, its axis takes angles of 90° to 
the maternal body. At this time, it is noteworthy that the budding is 
preceded by a directional differentiation of the surface pattern of the 
maternal protoplasm regardless of the endoplasm. ‘This is showing that 
the direction of budding is determined at first in the cortex of the cell. 
When a cell of Chara is isolated from the thallus and reared alone, budding 
occurs at or near the apical end, in spite of the fact that the internal cyto- 
plasm is always streaming both apicobasally and basoapically. This is 
another evidence that the morphogenetic polarity is not dependent upon 
the internal cytoplasm but is based on the cortical cytoplasm. Actually 
the cortex is not streaming. 

The mechanism by which the cortical cytoplasm is maintaining the 
polarity is unknown except for some presumptive explanations. According 
to Nakazawa (1957), polarity of some fucoid eggs is controlled by 
regional differentiation in the surface energy on the surface of the egg 
cytoplasm. To take an example, in Coccophora eggs, the surface energy 
is distributed uniformly over the egg before fertilization, but later, dif- 
ferentiation in the energy distribution is brought about by external pres- 
sure, by sperm entrance, and so on. Lecithine as a surface active substance, 
is accumulated to the part where the surface energy is highest. At the 
same time, surface tension is lowered at that part, and there the surface 
bulges slightly, which sets up the longitudinal axis of the egg, resulting in 
permeability gradients whose level is highest at the bulging because of the 
highest condensation of the lecithine. After this, specific morphogenesis 
begins to appear by another mechanism. If the Fucus egg is forcibly 
elongated, the rhizoid pole appears at one end of the elongation axis 
(Whitaker 1940b). This seems to be caused by that the pointed end, 
i.e. the end of elongation axis, has the highest surface energy (N aka- 
zawa 1957). Binning (1952, 1957) is of another opinion. He remarks 
that the polarity is attributed to the orderly arrangement of polar mole- 
cules in the cortical cytoplasm orienting statistically towards the same 
direction. It is presumed from various experiments that there is a regular 
structure in the cortical cytoplasm. When the Spirogyra cell is strongly 
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centrifuged in the direction parallel with the long axis and then it is plas- 
molyzed, the cell becomes to be hardly bendable, while the same does not 
take place when the centrifugation is perpendicular to the long axis 
(Kiister 1939). This fact indicates that there are fibrillar molecules in 
the cytoplasm and that they are arranged in the same direction by centri- 
fugal force, causing resistance to the bending. The fibrillar molecules must 
be in the cortex. It is demonstrated by the fact that the internal cyto- 
plasm is undergoing Brownian movement even after the cell was centri- 
fuged. It is also reported that lipids and proteins are arranged in regular 
pattern in the periphery of the protoplasm (Mitchson 1952), However, 
it is not always clear whether or not the polar molecules are taking in the 
same orientation as was presumed by Biinning. On the other hand, 
polarization microscope revealed that protein fibrils were arranged parallel 
with the cell surface in the cortical part (Schmidt 1936, Le vring 1952, 
Kautz et al. 1957). Sometimes there are spiral patterns in the cell 
implying the cortical structure. For instance, plastids are arranged 
spirally along the cell wall of Euglena (Mainx 1926), of Haematococcus 
(Reichenow in Biinning 1957), of Chara, etc. In Valonia, it is 
known that the cell wall is composed of spiral fine structures along the 
apicobasal axis (Wilson 1955). The spirality must be based fundamen- 
tally on spiral patterns existing in the cortical part of the cytoplasm. 


Turing-Wardlaw Theory 


As to the origin of heterogeneity in the protoplasm, Turing (1952) 
presented his unique theory. He says, when there are two or more different 
substances which are reactive for each other mixed in a uniform system, 
there appear heterogeneous patterns specific to the combination of sub- 
stances. The reactive substances responsible for the morphogenesis are 
called morphogens.. The morphogens are classified into two types: one is 
maintained by the balance between its generative process and its destrac- 
tive process, and the other is formed at a rate depending on the concen- 
tration of the former and is destroyed proportionally to its own concen- 
tration. Reaction between these substances and deposit of their reaction 
products are controlled by the law of diffusion. Relation between two 
morphogens X and Y are as follows (Turing 1952): 


_) See ' 
dY 


di =6X—7Y+1. 


However, it was dependent merely on chance that at which part of the 
primarily uniform system the first heterogeneity appeared. So a difficulty 
is inevitable in Turing theory for explaining the fact that in the organic 
morphogenesis the appearance of heterogeneous patterns is regularly put 
in order along the polarity axis. 
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Wardlaw (1953, 1955a, b, 1957a, b), who has been studying the 
morphogenesis in apical regions of various fern shoots, seems to have been 
strongly influenced by Turing theory. He concludes that the specific 
differentiation patterns in the shoot apex is attributed to the specificity 
of apical substances and metabolites controlled by genic actions. However, 
there still remains a question as to how the specific patterns are arranged 
not at random but in a certain order, especially how the direction of their 
appearance is determined. Herein, some directional structures must be 
considered in the protoplasm. 


Molecular Ecology 


The protoplasm is composed of a number of molecules of various kinds, 
so that the differentiation is nothing but their differential distribution in 
space. It is just like the habitat segregation of various plants and animals 
in land or in marine. From these aspects, Weiss (1947 etc.) elaborated 
his theory of molecular ecology. According to him, the morphogenesis 
can be explained by the mechanism in which the different molecules are 
differently distributed. As to the origin of the polarity of the cell he 
says that (1) at first a differential contact of the cell to the environments 
results in a regional difference in property on the surface of protoplasm, 
(2) there the most affinitive molecules are attracted from inside of the 
protoplasm, and (3) next to next, likewise, an orderly arrangement of 
different molecules results from the primary asymmetric differentiation of 
the surface. Actually, the induction of lens is evoked by contact of epi- 
dermis with retina to let the nucleus of each epidermis cell to become 
elongated and to move towards the side contacting with the retina 
(Weiss 1950). However, in eggs of Rana (Kathariner 1901), Cocco- 
phora (Nakazawa 1956b), and of Fucus (Whitaker 1940b) their 
polarity can be determined even if they are irregularly rotated in water 
to avoid any differential contact with the environments, and this seems 
to bear a difficulty to Weiss’ theory. It, however, is still possible that 
the gelatinous substance surrounding the egg is more or less differential in 
its distribution except for Fucus eggs which does not have the gelatinous 
layer, so that it causes a partial difference in property of the egg surface 
although the egg is rotated irregularly. At any rate, facts of Brownian 
movement and the protoplasmic streaming in the living cell does not 
always permit the orderly arrangement of molecules in the endoplasm to 
which Weiss attributes the polarity, if the writer understands Weiss 
properly. 

Discussion 


As a result of studying regeneration of Caulerpa, a green alga, 
Zimmermann (1929) classified the polarity into two. The one is called 
the “integral polarity”, which represents that a cell, or a tissue has a 
concentration gradient of a substance whose level is highest at an end and 
lowest at the opposite end as is observed in Acetabularia in which the 
apical cytoplasm is most highly condensed at the tip decreasing towards 
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the base (Hammerling 1934). The other is called the “differential 
polarity,” which represents that the polarity is composed of many com- 
ponent substantial gradients oriented towards the same direction. 

In Caulerpa, the cut piece of the thallus regenerates forming buds and 
rhizoids. At this time. the rhizoids are usually differentiated at lower 
sides for the gravity. This seems to be attributed to that the morphogene- 
tic substances can be easily moved by the gravity, that is, the thallus 
seems having an integral polarity. The same is reported in Bryopsis 
(Steinecke 1925). In the fern rhizoid, there is a peculiar cytoplasm 
which has a special affinity for various metallic ions occupying at the 
basal region, which also exhibits a case of the integral polarity (N ak a- 
zawa and Tsusaka 1959, Fig. 1). The polar reduction of dyes ob- 


Fig. 1. Rhizoid of the fern Dryopteris varia displaying the presence of metallo- 
philic cytoplasm (arrow) in the basal region. A, rhizoid adsorbing nickel ions at 
the base; B, control. Nickel was detected by use of ammonium sulphide, 


served in sea urchin eggs (Child 1941, ete.), polar permeability in Cocco- 
phora eggs (Nakazawa 1953a), polar susceptibility to toxic substances 
in sea urchin eggs (Child 1941. etc.), and other similar instances are 
enumerated for demonstration of the integral polarity. Different from 
these, in Enteromorpha, the plastids occupy the apical side of each cell 
(Miiller-Stoll 1952), displaying that each cell has its own polarity, 
i.e. the differential polarity. To take another example, when Cladophora 
refracta is immersed in sea water containing neutral red, staining occurs 
at the apex of each cell (Nakazawa 1953b). 

According to K iihn (1955), the polarity is classified into three types: 
(a) gradient polarity (Gefallepolaritat), (b) polar field polarity 
(Polfeldpolaritat), and (c) directional polarity (Richtungs- 
polaritat). The gradient polarity corresponds to the integral polarity 
of Zimmermann ’s classification meaning that there is an overall 
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gradient in a cell, a tissue, or the like. The polar field polarity means 
that a certain substance is localized mosaically at a pole as is seen in the 
egg of Tubifex and in Camponotus. The directional polarity is the one 
in which the protoplasm is composed of polarized unit particles arranged 
in the same orientation as once presumed by Driesch (1908) and more 
recently by Needham (1950) in the term “unit lattice.” Among these, 
(a) and (b) contain a common difficulty. That is, whatever the substance 
may be, its localization must be preceded by the more fundamental pro- 
perty causing that localization against the diffusion, and such the funda- 
ment must be the polarity of the protoplasm which we should deal with. 
Therefore, the most probable nature of the protoplasmic polarity is pre- 
sumed to be connected with (c), that is, a kind of the directional polarity. 
On the other hand, however, it was aforementioned that we should reject 
any directional arrangement of unit particles so far as in the endoplasm. 
Herein, the present writer is of the opinion that the nature of the proto- 
plasmic polarity must consist in the orderly arrangement of polar mole- 
cules oriented towards the same direction statistically in the cortical region 
of the protoplasm. B iin ning (1957) is of a similar opinion, who remarks: 

(1) Even in the apolar cell, its protoplasm is composed of particles 
having polarity, but their orientation is at random, so that the whole has 
no polarity statistically. Naturally, the morphogenetic substances are 
uniformly diffused in this system. 

(2) Within the cell, concentration gradients of morphogenetic substances 
appear caused by external conditions, 

(3) The concentration gradients thus appeared in the cell cause the 
unilateral orientation of the polar molecules composing the cortical cyto- 
plasm. 

(4) The oriented structure thus induced in the cortical cytoplasm takes 
part in directed accumulation and its retaining of the morphogenetic sub- 
stances. 

In other words, the concentration gradients, viz. Kiihn’s gradient polar- 
ity as well as the localization of a substance, i. e. Kiihn’s polar field polarity 
is a result of the oriented polar particels in the cortical cytoplasm. There- 
fore, it is natural that the polarity cannot be affected by mere modification 
of the arrangement of the endoplasmic ingredients by means of centri- 
fugation, as aforementioned. The actual determination of polarity axis 
by centrifuging in eggs of Fucus (W hitaker 1937 a), Cystoseira (Knapp 
1931), etc. seems to be caused by movement of the cortical cytoplasm as well 
as that of the endoplasm. Actually, mere endoplasmic stratification is 
invalid for determination, but if the cortical cytoplasm is also moved by 
a stronger centrifugation, it becomes valid (Motomura 1948). In Funaria 
sporeling, a part of chloronema sometimes varies to a rhizoid, but soon 
afterwards it is recovered to the chloronema (Fitting 1950). As to this 
instance, the former variation seems that it was caused by casual change 
of the endoplasm and the recovery seems to be attributed to the stability 
of the protoplasmic polarity existent in the cortex (Biinning and Wett- 
stein 1953). In plant, generally the concentration gradient of auxin is 
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responsible for determining the site of differentiation of buds and roots. 
If this gradients is modified artificially, the site of differentiation of those 
organs are also modified correspondingly (Plant 1940). However, it is 
not a fundamental change of the polarity axis, but a temporary modification, 
which therefore is recovered to the original axis. In some cases, the polarity 
seems to be connected with partial difference in cohesion and viscosity of 
the protoplasmic surface. For instance, the plasmolysis tends to occur at 
the presumptive part where the rhizoid is to be formed (Nakazawa 
1957). In Fucus eggs, it 
is known that the _plas- 
molysis occurs on the side 
away from the radiation 
when the egg is immersed 
in hypertonic solution after 
being irradiated by ultra- 
violet, that is, on the side 
where the primary rhizoid 
is to be formed (Whit- 
aker 1941). In Oedogonium, 
a green alga, plasmolysis 
appears at the apex of each 
cell (Cholnocky 1931), in 
G the Allium epidermis it 
begins from the basal end 
Fig. 2. Presumption of the orientation of polar towards the apical (Biin- 
molecules in the cortical cytoplasm. A, surface ning and Biegert 1953) 
view, indicating diagonal arrangement of polar and in Dryopteris sporeling, 
molecules. B, view on the transversal cut. C, the basal part has a special 
exhibition that the vector of the polar molecule property undergoes the plas- 
(v) is neither parallel nor perpendicular to radius molysis (Reuter 1953). The 
(r), tangent (t), and axis (a). P, polarity as the 
resultant of vectors of the cortical polar mole- 
cules. 

















A 


fact that the polar trans- 
portation of auxin within 
the protoplasm is inhibited 
by surface active substances (Clark 1938) is also a sign exhibiting the 
polarity existent in the cortex of the cell. 

Next, a question is raised as to in what mechanism the morphogenetic 
substances are actually localized to the specific region against the diffusion. 
To take a new example, it is reported that the oocyte of Musca vicina, a 
housefly, differentiates the posterior pole-plasm in the cortex characterized 
by existence of alkaline phosphatase highly condensed (Bhuiyan and 
Shafigq 1959). Here, it is a matter of question how the alkaline phospha- 
tase is concentrated merely in the posterior region. For this question, 
Biinning (1957) explains from the principle of the polar permeability. 
For instance, in frog epidermis, the basic dye can permeate merely towards 
outside but the acidic dye towards the opposite direction. This pheno- 
menon is called the polar permeability and is explained from the as- 
sumption that there is a difference in electric charge between both sides of 
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the protoplasmic membrane. Similar phenomenon is also reported in the 
permeability of some plant seeds with the same explanation (Denn y 1917, 
Biinning 1957). Biinning attributes this to the presumption that in 
the periphery of the protoplasm polar molecules are arranged at right 
angles to the surface and their same pole is directed towards the same 
orientation. In the same principle, if the cortex of the cell is composed of 
polar molecules arranged parallel with the surface with their same pole being 
in the same direction, the polar transportation of the morphogenetic sub- 
stance is probable. When the Valonia cell is inspected by use of the 
polarization microscope, the cell wall exhibits a spiral fine structure around 
the apicobasal axis, representing the corresponding spiral arrangement of 
molecules on the surface of the protoplasmic membrane (Wilson 1955). 
Herein, the directional polarity, presumed by K iih n (1955), is considered 
to be in the cortex, and that the orientation of each polar molecule must be 
diagonal to the surface (Fig. 2), presumed from the spiral structures cited 
above and afore. If this presumption is valid, the polar permeability, the 
polar transportation of the morphogenetic substance, and the spiral 
structure are unified to be attributed to the same polarity of the protoplasm. 
That is, as is seen in Fig. 2, the protoplasmic surface is polarized both in 
the in-and-out and in the apicobasal directions, and also exhibits a spiral 
structure. 


Summary 


The morphogenesis takes place not irregularly but in a specific orien- 
tation. This phenomnen is called the morphogenetic polarity. It must 
be attributed to the localization of morphogenetic substances to each specific 
region against the diffusion, that is, the appearence of specific concentration 
gradients. The gradients must be caused by the polarity of the protoplasm. 
The nature of the protoplasmic polarity is presumed to be an orderly 
arrangement of polar molecules in the cortical cytoplasm, the same pole 
being oriented towards the same direction along a spiral whirling around 
an axis. Therefore, effects of various agents on the polarity axis seems 
impossible so far as the agents are invalid for moving the arrangement 
of polar molecules. 
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Meiosomes and Groundplasm* 


By 
Karl Héfler, Vienna 


With 2 Figures 


(Received December 31, 1959) 


After, in plasm research, the living organelles have occupied the chief 
attention for some time, the central interest would now seem to be turning 
to the surrounding cytoplasm. The development in the fifties of the elec- 
tron microscope resulted in a rapid increase of our knowledge of the cyto- 
plasm (hyaloplasm) itself. For about a decade work proceeded in the 
medico-zoological field on homogenates fractionalized by the centrifuge. 
Since the early fifties, the improvement of the resolving power and pre- 
paratory techniques for the electron microscopy made it possible to examine 
the protoplasm in situ. 

It then came as a surprise that the hyaloplasm (in a light microscopic 
sense) is not homogeneous. Porter (1953) has described the endoplasmic 
reticulum (ER) after having published micrographs as early as 1945, which 
already revealed the ER as a lace-like network of slightly higher density 
than the rest of the cytoplasm (cf. Porter, Claude, and Fullam 
1945, Fig. 2, 4, 16). These observations, as well as those of many successors, 
referred to animal cells at first examined in tissue culture, but soon after 
also in situ. Then the reticulum was found again in a similar configuration 
in plant cells (cf. Sitte 1958, p. 471-476), and a general distribution is 
to be expected here as well. Every space between the network, however, 
is filled by plasm, which, in contradistinction to the ER, was called ,,cyto- 
plasmic matrix” by Porter and Palade. Klima (1959) speaks of 
the intracisternal phase (content of ER) and the extracisternal phase. 

However, the cytoplasmic matrix is not uniform either, consisting as it 
does of two entirely different components, the small dense granules, de- 
scribed as particulate component of the cytoplasm by Palade (1954, 
1955), and the ground substance of the plasm which cannot be further dis- 
solved at present (cf. Fig. 1). 

According. to classical colloidal chemistry, the small dense particles 
have to be referred to as the dispersive phase, and only the surrounding 
groundplasm remains as the homogeneous and continuous phase. 


* My thanks are due to Univ.-Doz. Dr. O. Hietsch for his help with the 
translation of this paper. 


20* 
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The small dense granules were completely new for protoplasmology. 
It was suggested to call them meiosomes. I introduced the term in 
1957, principally because the word “micresome” has been used in a dif- 
ferent sense in botanical cytology ever since Hanstein (1880) and 
Sitte (1958), referring to the vagueness of Claude’s concept (1943), 
prcposed te give the small dense granules (Palade granules) the name of 
meicsomes. I join Sitte in preferring this closer definition. The numer- 


Fig. 1. Groundplasm g with meiosomes and endoplasmic reticulum e.—The cell 
membrane cm free from meiosomes. Pancreatic acinar cell of rat. 1 :50.700.— 


From Palade 1954, Pl. CXII. 


ous synonyms used by various observers—“ultramicrosomes” (Barnum 
and Huseby 1948), “small microsomes” (Slautterbac k 1953), “opaque 
particles’ (Sjéstrand and Hanzon 1954), “ribonucleoacid (RNA) 
varticle.” etc.—have been listed by Palade (1955, p. 64) and Sitte 
(1958, p. 463). 

As has uniformly been established, the size of the meicsomes is 
~ 140-150 A, with a scattering of 80-300 A. So far they are being reported 
to be smaller only with bacteria. and larger (~~ 200 A) with striated muscles. 
They generally appear in animal und vegetable cells’. They are osmiophil 
and distinguished by a high content of ribonucleoacid (RNA). We musi 
take it as definitely established that RNA is neither evenly distributed 
in the hyaloplasm nor allied with the ER. but is localized, either exclusively 


1 Also Wohlfarth-Bottermann (1958, 1959, 1960), to whose papers 
published in Protoplasma particular reference should be made, has stated that the 
granular structural component (i.e., the meiosomes) is present in the cytoplasm of 
Paramaecium and Amoeba, in all cases, even if the vesicular component (i.e., the 
endoplasmic reticulum) is largely recessive. 
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or preferably, in the meiosomes (Palade 1954, 1958), which, however, 
do not completely consist of RNA. The appreciably high content in RNA 
adds a particular interest to the meiosomes and places them into the lime- 
light of attention for the cytologist and the cell physiologist. 

The following table (p. 298) purports to give a survey of the terminology 
proposed: 

The term “protoplasm” goes back to Hugo von Mohl (1846), and 
it is a well-known fact that it is being used both in a wider and a narrower 
sense (Max Schultze, Strasburger, Kiister 1956). 

The old distinction of polioplasm and hyaloplasm, however. is primarily 
of historical interest only, and even Pfeffer (1889) made it clear that 
the ground mass of the protoplasm remains the same, regardless of whether 
components determining the polioplasm are in existence or not. Thus the 
word policplasm is hardly ever used nowadays, whereas hyaloplasm is 
a living term. Strugger (1955, 1957), however, quite rightly stressed 
that we must either speak of hyaloplasm in a light microscopic sense or 
an electron microscopic sense. In order to avoid these long expressions, | 
propose to restrict the word hyaloplasm to the old usage, i.e. to the light 
microscopic sense. 

The term “groundplasm” would seem to be equally open to different 
applications. It did not appear until a few years ago and has proved to 
be indispensable, signifying as it does the living substance without the 
organelles and other components. Thus, it is also possible in this case to 
speak of groundplasm in a light microscopic and groundplasm in an elec- 
tron micrsocopic sense. | now propose to use the term in the second sense 
only, i.e. to reserve it for the ground mass of the protoplasm irresoluble 
at present. I, therefore, conceive of the groundplasm as the bulk of the 
cytoplasm resting behind after exclusion of the organelles and components 
visible in the bright field, of the ER (plus Golgi apparatus and dictyosomes), 
and also the meiosomes. 

It may perhaps seem arbitrary that meiosomes should likewise be ex- 
cluded from the groundplasm in the above definition, for one might hit 
upon the idea to call groundplasm what Porter and Palade know 
under the expression “cytoplasmic matrix,” and Klima _ under “extra- 
cisternal phase,” i. e. all hyaloplasm filling the cavities of the network of 
the ER. Since, however, the term “groundplasm,” as far as I can see, has 
not yet been defined in English, my definition of groundplasm s. str. may 
likewise be accepted as referring to the homogeneous ground mass of the 
hyaloplasm with the exclusion of the small dense granules. 


II. 

The result that the hyaloplasm is generally or largely made up of 
three principal components, i.e the ER, the meiosomes, and the ground- 
plasm, appears to be the most important find achieved by the electron 
microscope for protoplasmology. It would be of great significance, especially 
for comparative protoplasmology, to learn which percentual share is taken 
by those components, both in different cell types, and in different states 
and ages of the same plasm. — According to Lund, Vatter and Han- 
son (1958), young meristemic cells of corn roots (with mitochondria still 
immature) are rich in meicsomes, while during growth and maturation 
the reticular element becomes larger with more dense membranes. Sitte 
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(1957, 1958, p. 472) finds an extensive ER in somewhat older cells of the 
roots of peas, whereas young cells contain comparatively few small cisterns. 

As to the endoplasmic reticulum (ER), the content of the 
cistern, from a purely morphological point of view, is clearly different 
through the lack of meiosomes from the extracisternal phase, since it is 
only the latter that does, cr at least in the meristemic stages may, contain 
meiosomes. 

The ER is made up of the cisternal content and the enclosing thin 
(~ 70 A) membranes. As is now generally known, in many cell types most 
meiosomes appear to be in close contact, as if attached to the limiting 
membranes of the ER, but a great deal of them are, nevertheless, found 
to be freely scattered in the groundplasm. 

It is worth noting that, while meiosomes are mostly amassed on the 
ER membranes, the outer plasm membrane is free of meiosomes (P al ad e), 
and so is the limiting membrane of the mitochondria (Palade 1952, 1954, 
p. 419, Sjéstrand 1953). 

The ER, in the natural state, is characterized as an extensive system 
of membrane-bound vesicles, tubules, and cisterns, interconnected into a 
more or less continuous network; cisternae are shallow vesicles measur- 
ing only 50-80 wu in depth, but reaching into microns in the other two 
directions *. 

As regards the nature of ER membranes, Palade and Siekevitz 
(1956 a, p. 196) made the important observation that in the tissue brei of 
homogenates such vesicles derived from the ER by a pinching-off process 
may show osmotic changes of volume, as they behave like osmometers 
in solutions of various osmotic concentration. As a result, it becomes some- 
what probable that membranes, also in a natural state, are semipermeable 
and that inside the ER water may form the homogeneous phase. 

In any case, the ER membranes in the hyaloplasm will limit two phases 
of a basically different physicochemical state. Klima (1959) made a valu- 
able contribution to our knowledge of these phases by observing that, in 
some kinds of cells of Planaria alpina, the intracisternal phase of plasm, 
when fixed in the acid range (pH 6-5), will swell considerably whereas 
the groundplasm remains unchanged. In the alkaline range, however, as 
can be expected, the groundplasm will swell, with the cisternal content 
staying unaltered. Thus, two phases of hyaloplasm react in opposite ways 
on the fixing agent of different pH. 

In older meristem cells of roots of peas, Sitte (1958, p. 478) observed 
the origin of vacuoles, which become visible beyond a size of 0.2 u. 
An immediate connection between the vacuole content and the intracister- 
nal phases of the ER, however, could not be observed. Sitte is right 
in concluding that the ER and vacuoles are different in substance and 
nature. 

Little is known, of course, about the physiological role of the ER since 
the electron microscope primarily presents momentary pictures, but does 
not admit of direct observation of changes. 


2 A lamellar cytoplasm is already mentioned by Frey-Wyssling (1955 
p. 74), who reproduces a figure by Sjéstrand and Hanzon (1954) from mouse 
pancreas cells; it is obviously an ER, but the interconnections between the lamellar 
vesicles were not yet found out. 





300 K. Hafler 


As to the shape. Porter, in his basic paper of 1953, described the 
ER as a finely reticulated ameboid body which (in thinly spread cultured 
cells) sends out slender filapodia into the thinner margins of the cell. “If, 
as may be supposed, large surfaces or phase boundaries are important to 
the functioning of intracellular enzymes and enzyme systems, the endo- 
plasmic reticulum with its large surface may be regarded as important 
and highly adaptive to varying functional states” (l.c., p. 743). From the 
point of view of botany, however, it must be objected that in the streaming 


Fig. 2. Intracisternal granules (arrows) inside the distended elements of endo- 
plasmic reticulum rs (bc = blood capillary, cm = cell membrane).—From Palade 
1959, p. 72. 


plasm such a ramified ameboid body cannot be carried, and a pinching-off 
of bubbles as well as a disintegration of the reticulum must seem to be 
inevitable. 

As to the chemical function, reference should be made to a fresh obser- 
vation made by Palade (1959). He withheld food from guinea pigs 
for a period of 48 hours. At the end of that time, all exocrine cells of the 
pancreas were loaded with zymogen granules, which, after refeeding, were 
simultaneously discharged. In the starved animal the ER system is charac- 
terized by tight packing, preferred orientation, and light content. One 
hour after feeding, in ~ 40-60% of the exocrine cells the cavities are dis- 
tended and relatively large. and dense granules are found within the 
cavities of distended cisternae (Fig. 2). (1 am not here referring to changes 
of mitochondrial system as relative to lipid metaboly.) Thus, the ER ap- 
pears to be involved in the production of digestive enzymes, the intracister- 
nal granules being temporary deposits of the digestive enzymes produced. 
Cf. Palade (1959), p. 71 f. 

In botany, it will be of interest to examine cells of enzymatic activity 
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in regard to the formation of ER and groundplasm. An example would 
be the cells of tentacles of the carnivorous Drosera. The phenom- 
enon of aggregation is well known, consisting as it does in the activation 
of plasm which, on chemical irritation, begins to stream and swell with 
a prodigious increase in volume (Akerman 1915, cf. Strugger 1949, 
Kiister 1956, Bancher and H6fler 1959). We wonder to what 
rate the increase in volume relates to the ER (if any) and to the ground- 
plasm, moreover, whether the intracisternal phase is the place of reaction 
in the formation of digestive enzymes. 


II. 


At present, the ground plasm is irresoluble in the electron micro- 
scope, and, morphologically, nothing may be said about it. Since it is 
possible to exclude the formation of artifacts caused by fixation (W oh l- 
fahrt-Bottermann 1954, p. 356f.), the groundplasm appears to be 
unstructured in the electron microscope. Nevertheless, it is alive and ob- 
viously the chief component of the living plasma. For that reason, it is not 
correct to claim, as some papers of zoology do, that the protoplasm “con- 
sists’ of components visible in the electron microscope. 

It was in view of electron microscopy that I recently (1960, p. 152, 1959 a. 
be1958) laid particular emphasis on the fact that the examination of the 
living plasm as practised by the cell physiologist may decisively support 
the anatomical examination as practised by the electron microscopist. It 
is the properties of permeability that matter here. Let us take for exam- 
ples the large molecular diosmotica easily soluble in lipoids, such as caf- 
fein and molecular basic vital dyes. As is known, these may permeate 
quickly through the living plasm in concordance with the lipoid solubility. 
The permeation constants of many large molecular organic compounds are 
nearly proportional to the partition coefficients in lipoid/water (C ol la n- 
der 1954, 1959). There is no doubt that lipoid layers determine the per- 
meation resistance of the plasm. 

| have endeavoured to suggest that the essential plasm lipoids acting 
as solvents are to be found not only in the plasm membranes, but in the 
bulk of protoplasm as well, in other words, in the endoplasm. 

If this opinion proves to be correct, it is possible to learn about the consti- 
tution of the mesoplasm from its permeation power. It is to be imagined 
that the protein-lipoid-complex constituting the groundplasm has a dissolv- 
ing power similar to that of olive oil, or an oil-oleic acid mixture respectively. 
Since, furthermore, it is the groundplasm which forms the continuous 
phase in the hyaloplasm and the diosmotica must permeate through it, the 
groundplasm as well as the plasm membranes should be assigned the role 
of acting as the lipoid solvent. We may, therefore, conclude that the 
groundplasm is the solving protein lipoid complex looked for. 

However, my opinion is confronted with the old dogma, according to 
which the permeation of solutes is controlled only by the plasm mem- 
branes, whereby it is inferred that one may assume that from the pheno- 
mena of permeability one can only conclude the nature of plasm mem- 
branes and not that of the mesoplasm. I fully realize that it will take 
some time before the opinion expressed just now can gain any ground 
against the old dogma of the plasm membrane monopoly. 
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The small dense granules were described by Palade (1954) 
to be a particulate component independent of the endoplasmic reticulum. 
In the age of homogenates, the granula, often adhering to the ER mem- 
brane, were associated with the ER or, unjustifiably, looked upon as a pari 
of it. However, as has been mentioned, the granules may also be freely dis- 
tributed in the groundplasm, and Palade (1958) stresses the fact that “the 
small particles and the endoplasmic reticulum represent two basically dis- 
tinct components of the cytoplasm which may exist and develop indepen- 
dently of each other. Their close and more or less extensive association 
was considered a secondary phenomenon” (I. ¢., p. 40-41). 

I should now like to justify the reason why I call this significant and 
characteristic plasm component meiosomes, the term being used by 
me first in 1957 and being closely defined by Sitte in 1958, 

Palade, in the paper quoted, offered a short history of the develop- 
ment of our present concepts on microsomes and ribonucleoprotein (RNP) 
particles, from which I intend taking a few data. When at the Rockefeller 
Institute in the 1930's, Claude started from the study of virus-induced 
tumours. Applying differential centrifugation of homogenates, he found, as 
expected, a rich content of ribonucleic acid (RNA), but also, and un expect- 
edly so, cell fractions containing particles of from 50-200m xu, both in the nor- 
mal and tumorous tissue. On the strength of chemical analysis, he defined 
them as “phospholipideribonucleoprotein complexes,” and later introduced 
the term “microsomes” for these particles, which was generally accepted. 
Then, by way of generalisation, the basophil substances were associated with 
Claude’s microsomes and considered to be the structural substrate of 
cytoplasmic basophilia. It was because of the spectacular rise of electron 
microscopy in the early fifties that the problem of localizing the RNA 
inside the plasm in situ could be tackled. As a result, the RNA condi- 
tioning the basophilia was, indeed, localized in the small dense particles, 
and there is, moreover, some evidence that the latter are the sites of protein 
synthesis of the cytoplasm (Brac het). 

For that reason, the term “microsomes,” as coined by Claude on the 
basis of his experience with homogenates, does not exclusively denote the 
small dense granula. This was pointed out by Palade and others, and 
emphatically so, by Sitte (1958, p. 462) in the German specialist litera- 
ture. Sitte narrowed the application of the term “meisosomes” down to 
restricting it to the small dense particles (Palade granules), and I fully 
concur. 

I proposed the word “meiosomes” three years ago for use in botanical 
cytology and emphasized the necessity of retaining the classical term 
“microsomes, as used by Hanstein (1880) in a general sense for the 
small bedies enclosed in the plasm and already visible in the light micro- 
scope. 

[ then wrote (1957, p. 168): “Wir wollen nicht versuchen, Einflu8 auf den 
Sprachgebrauch im angloamerikanischen zoophysiologischen Schrifttum zu 
iiben. In der botanischen Cytologie ware der Terminus Mikresomen nicht 
aufzugeben. — Fiir die sublichtmikroskopischen Teilchen im Plasma, die 
den von Claude als ,microsomes’ bezeichneten gleichzusetzen sind, 
schlage ich die Bezeichnung Meiosomen vor. Das Wort ist gebildet von 
petwv, -ov kleiner, recht klein, dem griechischen Komparativ von pixpdcklein.” 
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Since, however, it is clear beyond any doubt (Porter 1953, Palade 
1954, p. 420, 1958, Sitte 1958 et al.) that Claude’s microsomes did not 
constitute a uniform cell component the situation is now changed. Large 
and small microsomes must be distinguished. The “large microsomes” 
(Palade 1954, p. 420) “represent fragments of the endoplasmic reticula 
broken during tissue homogenization”. The “small microsomes” coincide 
with the small dense particles or Palade granules. Cf. Palade and Sie- 
kevitz 1956a, p. 191, 1956b, p. 677. 

From what has been said, it will be understood that—apart from the 
priority of Hanstein’s term “Mikrosomen” and the danger of causing 
confusion—C laude’s term “microsomes” cannot be applied to the small 
dense particles only. Besides, it is evident that Claude assesses the size 
of his microsomes to be 500-2000 A (1946, p. 52: mostly 800-1500 A), whereas 
the small dense particles are ~ 140-150 A in diameter. 

For the purposes of referring to the latter, it would be imperative to 
add “small microsomes” whenever they are being meant, and this has, 
indeed, been proposed by Slautterback (1953). The same result is 
achieved, and, in fact, more concisely and happily so from a linguist’s 
point of view, by the term “meiosomes” (i. e. smaller bodies, rather small 
bedies), which is derived from the Greek comparative ywetwv, -ov. This is 
why I now also recommend using the word in the fields of animal physiol- 
ogy and medicine. 

The fact that the small dense particles are like each other in the animal 
and vegetable groundplasm would seem to be such an important discovery, 
from the angle of cytomorphology, that an attempt at standardizing the 
terminology as well might indeed be justified. 
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Referate 


Bancher E., und K. Héfler: Protoplasma und Zelle. Band VI: Grund- 
lagen der Allgemeinen Vitalchemie in Einzeldarstellungen. Hrg. von Prof. 
Dr. H. Linser. Mit 75 Abb. und 29 Tab. 184 S. Wien: Urban & Schwar- 
zenberg. 1959. Kart. S 300.—, DM 50.—. 


Protoplasmatik, Cytologie und Karyologie mit allen ihren Sparten haben 
in den letzten Jahrzehnten eine derartige stiirmische und erfolgreiche Ent- 
wicklung genommen, daf sie sich in allen Weltsprachen immer wieder neue 
Publikationsorgane schaffen mufBten. Die Zahl der einschlagigen Zeitschrif- 
ten, Reviews, Symposien und Handbiicher wird immer gréfer. Von den rie- 
‘siegen Wissenswerten, die so aufgestapelt werden, vermitteln aber bedauer- 
licherweise die meisten Lehrbiicher nur sehr wenig. So kommt es, daf die 
grofe Masse der Studierenden der Biologie iiber das Substrat des Lebens 
nicht genug erfahrt. Es.miissen demnach Briicken geschlagen werden zwischen 
dem allzu kargen Inhalt der Lehrbiicher und den reichen Schiatzen der 
Handbiicher. die Studenten zuniichst kaum zuganglich sind. Als eine solche 
Briicke mag der Band VI des von Linser herausgegebenen Werkes ,, Vital- 
chemie* gewertet werden. Dieser Band, der als wissenschaftlicher Wegweiser 
gerade den richtigen Umfang hat, ist von Bancher und Héfler ge- 
schrieben, und zwar mit einem auferordentlich didaktischen Geschick; er 
wird seinen Zweck voll erfiillen, fiir die junge Forschergeneration einen Weg 
in eine grundlegende Disziplin zu ebnen, in die der Wissensdurstige ohne 
Fiihrung nicht leicht einzudringen vermag. Die beiden Autoren sind Botani- 
ker und es ist daher der botanische Aspekt der Protoplasmatik, der hier in 
so klarer Ubersicht dargeboten wird. Es ist aber die Protoplasmatologie 
eine Wissenschaft, die der ganzen Biologie gemeinsam und daher Botanikern 
und Zoologen in gleicher Weise wichtig ist, von welcher Seite sie auch be- 
leuchtet wird. Die Hauptkapitel des Buches sind: Entwicklung der Zellen- 
lehre. Die Pflanzenzelle. Das Cytoplasma. Der _Zellkern. Plastiden. Das 
Vakuolensystem. Formwandel im Protoplasten. Diese Ubersicht gibt aller- 
dings keine richtige Einsicht in die vielen Vorziige des Buches; als einer der 
wesentlichen darf hervorgehoben werden: die harmonisch ausgeglichene 
Beriicksichtigung der Morphologie, Chemie, Physik und Physiologie des 
Protoplasten und seiner Organellen. Ausgezeichnet sind Auswahl und Wie- 
dergabe der zahlreichen Abbildungen, von denen man viele sonst kaum 
irgendwo findet. F. Weber (Graz). 


Gautheret, J. R.: La culture des tissus végétaux. Techniques et réali- 
sations. Mit 438 Abb. XVIII, 863 S. Paris: Masson & Cie. 1959. 


Das ist ein Buch, dessen Erscheinen mit Freude begrii®t und dessen 
Bedeutung nur mit Superlativen der Anerkennung gewertet werden kann. 
Es soll, es darf, es wird in der Bibliothek keines botanischen, ja keines bio- 
logischen Instituts fehlen. Wer es durcharbeitet — und trotz seines grofen 
Umfanges wird es kaum jemand aus der Hand legen, ohne es wirklich 
ganz durchgearbeitet zu haben — fiihlt sich aufterordentlich bereichert und 
hat eine Fiille von Anregungen fiir neue eigene Forschungen gewonnen. 
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Dieses Buch konnte nur Gautheret schreiben, kein anderer; er, der 
die vielseitige Materie souveran beherrscht, er, in dessen Institut, dem euro- 
paischen Zentrum der pflanzlichen Gewebekultur, seit Jahrzehnten eine 
bewundernswerte Fiille erfolgreicher Arbeit geleistet wird, er, der mit 
White zu den Pionieren der Gewebekultur gehért und ihre ,,passion- 
nante histoire von Anfang an miterlebt hat. Aus seinem Laboratorium 
gehen immer wieder neue wesentliche Impulse hervor und die verfeinerte 
Arbeitsmethode erschlieBt sich dauernd neue Forschungsgebiete, es sei da 
nur die Kultur der anergischen Gewebe und der Tumoren hervorgehoben, 
die nicht nur fiir die pflanzliche Geschwulstlehre, sondern fiir die Onkologie 
iiberhaupt von grofem Interesse sind. Der erste Teil des Buches behandelt 
die Technik der Gewebekultur und zwar anschaulich, genau und mit Ein- 
fiihlung in die Schwierigkeiten, die sich dem Anfanger zuniachst bieten. 
Der zweite Teil ist dem Thema .Morphologie und Kultur der Gewebe“ 
gewidmet, und zwar der auferen Morphologie sowie der Histologie, Cyto- 
logie und Karyologie. Der dritte Teil zeigt die bisher relativ wenig beach- 
teten Moglichkeiten auf, die die Gewebekultur fiir das Studium der Phano- 
mene der Polaritét und Induktion bietet. Der vierte Teil fiihrt den Titel 
»Gewebekultur und Physiologie“. Er gliedert sich in die Kapitel: Wachstum, 
Nahrungsbedarf, Stoffaufnahme und Stoffwechsel. Der fiinfte Teil berichtet 
in kritischer Weise iiber ein Versuchsgebiet, das erst in jiingster Zeit erfolg- 
reich geworden ist, namlich die Kultur isolierter Einzelzellen, die ja gerade 
den Botanikern seit Haberlandt (1902) die gréften Schwierigkeiten 
bereitet hat; hier 6ffnen sich nun neue Aussichten dem Zellphysiologen und 
dem Protoplasmatiker. Der sechste Teil stellt die Wichtigkeit der Gewebe- 
kultur fiir pflanzenpathologische Forschungen klar heraus; er umfaft be- 
sonders aktuelle Kapitel: Die Kultur obligater Parasiten. Gewebekultur 
und Immunitét und das Phainomen der Tumoren, an dem Biologie und 
Medizin in gleicher Weise interessiert sind. Eine Bibliographie, die fast 
eintausend Arbeiten sorgfaltig zitiert, ein Autoren-, Pflanzen- und Sach- 
verzeichnis erleichtern die Orientierung in dem grofen Werk, ein Anhang 
erlautert die statistische Auswertung der durch die Gewebekultur erzielten 
Ergebnisse. Die Mediziner haben schon lange erkannt, welche einzigartige 
Forschungsmethode die moderne Gewebekultur darstellt. unter den Bota- 
nikern ist dies bisher nur einem relativ kleinen Kreis bekanntgeworden. 
Gautheret hat durch sein Buch das Tor in dieses Land der Zukunft 
weit gedffnet, so da nun alle hineinsehen kénnen und leichter erkennen, 
welche reiche Anbau- und Ernteméglichkeiten es dort gibt. Das Buch ist 
mit einer Klarheit und Eleganz geschrieben, wie man sie bei so umfang- 
reichen Spezialwerken nicht oft findet, es zu lesen, bringt nicht nur Gewinn, 
sondern auch Genuf. Die Ausstattung des Buches ist seines hohen Wertes 


wiirdig. F. Weber (Graz). 


Physiologische Chemie. Herausgegeben von B. Flaschentrager 7 
und E. Lehnhartz. Der Stoffwechsel. I. Teil, Bandteil c. Mit 71 Text- 
abb. VII, 886 S. Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 1959. 
Ganzl. DM 168.—. 

Dieser Bandteil des grofen Handbuches .,Physiologische Chemie* darf 
wohl das Interesse nicht nur der Biochemiker und Mediziner, sonder aller 
Biologen in besonders hohem Maffe beanspruchen, denn es werden in ihm 
Themen behandelt, die fiir die Lebensforschung von gréfter Bedeutung 
und Aktualitat sind. Der vorliegende Band umfakt folgende Artikel: Phy- 
siologische Chemie einzelner Lebensvorgange und Organe (Fortsetzung): 
Fortpflanzung und Wachstum, von H. Druckerey. Mit einem Beitrag 
iiber die Biochemie genetisch-aktiver Substanzen, von W. W eidel. Bio- 
chemie der Tumoren, von H. Danneberg. Das Ei, von M. Tomita. 
Gesamtstoffwechsel und Ernahrung. von H. Kraut und H. Zimmer- 
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mann. Vergleichende physiologische Chemie, I. Physiologische Chemie der 
Viren, von W. Wiedemann. Bewundernswert ist die ungeheure Fiille 
des Stoffes, die nicht nur bis auf die neuesten Publikationen’ gewissenhaft 
zusammengetragen wurde, sondern auch wirklich kritisch verarbeitet und 
in meisterhafter Klarheit und Ubersichtlichkeit dargestellt ist. Das gilt fiir 
alle Artikel in gleicher Weise. Eine gigantische Leistung liegt hier vor, ihr 
Ergebnis stellt eine unschatzbare Hilfe und Erleichterung fiir weitere For- 
schung dar. Ein Handbuch, wie es sein soll und wie es nicht besser sein 


kénnte. F. Weber (Graz). 


Wunderly, Ch.: Die Papierelektrophorese. Metheden und Ergebnisse. 
Zweite, véllig umgearb. Aufl. Mit 73 Abb. 202 S. Aarau und Frankfurt 
am Main: H. R. Sauerlander & Co. 1959. Fe/DM. 18.80, 

Das Buch ist etwa zur Halfte eine theoretische und praktische Einfiih- 
rung in die papierelektrophoretische Methodik, zur anderen Halfte eine 
ausfiihrliche Literatursammlung (16635 Zitate). Im methedischen Teil werden 
nach einem Abschnitt iiber theoretische Grundlagen die im Handel erhali- 
lichen oder mit Laboratoriumsmitteln herstellbaren Apparaturen zur Papier- 
elektrophorese (Niederspannungs- und Hochspannungsverfahren) beschrie- 
ben. Neben den bekannten analytischen werden auch die jiingst entwickelten 
praparativen Verfahren behandelt. Es folgt eine Einfiihrung in die Arbeits- 
technik. Erwahnenswert ist hierbei die ausfiihrliche Behandlung der Repro- 
duzierbarkeit und Fehlerbreite. Im Literaturteil, der die Uberschrift .Er- 
gebnisse“ tragt, wird deutlich, daf das Schwergewicht der bisher durchge- 
fiihrten papierelektrophoretischen Arbeiten auf dem Gebiet der Proteine 
liegt (das iibrigens auch das Arbeitsgebiet des Autors ist). Besonders zur 
Trennung der Proteine und Proteide des Blutserums und anderer Korper- 
fliissigkeiten hat die Methode viele interessante neue Ergebnisse geliefert, 
die sowohl in wissenschaftlicher als auch in klinisch-diagnostischer Hinsicht 
wertvoll sind. Die Literaturangaben iiber gelungene papierelektrophore- 


tische Trennungen von Peptiden, Aminosauren, Nucleinsauren, Kohlehydra- 
ten, organischen Sauren, Alkaloiden, Steroiden, Farbstoffen und anorgani- 
schen Ionen zeigen aber, da® die Methcde noch nach mancherlei Richtungen 
hin ausbaufahig ist. H. Kinzel (Wien). 


Errata 


In the article “Negative Oxidation-Reduction Potentials Resulting from the 
Use of Auxin in Plants and Tobacco Smoke on Animal Cells” by Matilda M ol- 
den hauer Brooks (Protoplasma, volume 31, 1960). page 624, line 23: omit 
“or even a slight stimulation”, substitute “lies approximately between E, at — .198 
and — .1737 v 


Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver-- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51. Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches In- 
stitut, und Prof. Dr. Karl Héfler, Universitat Wien. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg., Wien VII, Kandlg. 19-21. 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Enéckl, F.: Uranin-Fluorochromierung von Alliwm-Zellen nach Vorbehand- 
lung mit Ammonkarbonat 

Linke, W.: Warmebewegungen beim KoazervationsprozeB 

Weixl-Hoffmann, Hertha: Uber bemerkenswerte Entwicklungsformen bei 
Candida albicans und ihre Farbbarkeit mit Nilblau 

Neufahrt, A.: Untersuchungen iiber die Wirkungen von UV- und Réntgen- 
strahlen auf die Mitose des EHies von Parascaris equorum (Goeze) mit 
Hilfe des Zeitrafferfilms 

Pitschmann, H., und F. Scheminzky: Uber die Entstehung von Traube- 
schen Ferroferricyanzellen bei der Berlinerblau-Mikroreaktion auf Eisen 

Sauer, H.: Uber die Einwirkung von kurzwelligem Licht auf die basischen 
Vitalfarbstoffe Neutralrot, Pyronin und Janusgriin B 

Enéckl, F.: Uber den Zustand des Plasmas in vakuolenkontrahierenden An- 
chusa-Zellen 


Nakajima, H.: Some Properties of a Contractile Protein in a Myxomycete 
Plasmodium 

Kelbitsch, Helga: Cuscuta als Ubertrager des crown-gall-erzeugenden Prinzips 

Arisz, W. H.: Symplasmatischer Salztransport in Vallisneria-Blattern . 

Rossner, W.: Licht- und elektronenoptische Untersuchungen iiber den Ein- 
flu8 von Streptomycin auf Sinapis alba L 

Mitrakos, K.: Feinbau und Teilung bei Plastiden einiger Florideen-Arten 

Miliéi¢é, D., und Zlata Udjbinac: Die EiweiSkristalle vom Capsicum annuum 
sind Viruskérper 

Pfeiffer, H. H.: Bericht iiber das Treffen der Biorheologen in Oxford (England) 

Ziegler, Annemarie: Plastiden- und Starke-Fluorochromierung mit Uranin 

Kinzel, H.: Neuere Erkenntnisse iiber Energiewechsel und Makromolekiil- 
synthese der Zelle 

Ryczkowski, M.: Observations on the Osmotic Value of the Sap of the 
Central Vacuoles of Ovules 

Ryczkowski, M.: Viscosity of Central Vacuole Sap of Ovula 

Burian, K.: Uber Chloroplastenkontraktion bei Closterium lunula und deren 
Reversibilitat 

Wehrmeyer, W.: Untersuchungen zur Spaltéffnungsdoppelbildung . . . 

Fetzmann, Elsalore: Beobachtungen an Inhaltskérpern von Callithamnion 
granulatum 

Jarosch, R.: Das Characeen-Protoplasma und seine Inhaltskérper (I. Licht- 
mikroskopischer Befund) 

Zurzycki, J., und W. Starzecki: Photosynthesis of Helodea canadensis after 
Vital Staining with Rhodamine B 

Nakazawa, S.: Dynamics of Morphogenetic Fields 

Kappner, W.: Bewegungsphysiologische Untersuchungen an der Amoebe Chaos 
chaos L. 

Thaler, Irmtraud: Virus-EiweiBSkristalle in Phajus grandifolius 

Kiermayer, O.: Elektive Vitalfarbung der Sekretidioblasten von Helianthus 


Lamprecht, Ingrun: Die Feinstruktur der Plastiden von Tradescantia albi- 
flora (Kth.) bei Eisenmangelchlorose (I. Lichtmikroskopische Unter- 
suchungen) 

Lamprecht, Ingrun: Die Feinstruktur der Plastiden von Tradescantia albi- 
flora (Kth.) bei Eisenmangelchlorose (II. Elektronenmikroskopische Unter- 
suchungen) 

Thaler, Irmtraud: Virus-Einschliisse in Fritillaria Meleagris L 

Biebl, R., W. Url und Gertrude Janetek: Untersuchungen iiber chemischen 
Strahlenschutz an Pflanzenzellen 
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